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Influenza della piressia 


provocata sull’eliminazione urinaria della lattoflavina totale 


P. MONTENERO 


Nel corso di ricerche sul metabolismo della 
lattoflavina é stato constatato che la aribofla- 
vinosi pud riscontrarsi frequentemente in tutte 
quelle sindromi cliniche le quali, indipendente- 
mente dalla quantita di lattoflavina ingerita, si 
accompagnano a insufficiente assorbimento inte- 
stinale di essa (1) o ad insufficiente utilizza- 
zione e tesaurizzazione [epatopatie acute (2) e 
croniche (3), morbo di Addison (4, 5)]. 

Un aspetto particolare dell’aribofla vinosi é co- 
stituito dal perturbamento del metabolismo della 
lattoflavina durante l’ipertiroidismo sperimen- 
tale e clinico, essendosi potuto documentare 
che, oltre ad un’aumentata eliminazione della 
lattoflavina in condizioni basali, si ha anche una 
aumentata eliminazione di lattoflavina libera 
non fosforilata (6). 

Tali modificazioni del metabolismo della latto- 
flavina, pur avendo avuto una sistemazione re- 
cente (7), non si possono ancora ritenere comple- 
tamente definite in tutti i loro dettagli, doven- 
dosi anche tener conto di una serie di feno- 
meni e di interferenze ancora non del tutto 
note. 

Esaminando infatti le possibilita di interpre- 
tazione delle perturbazioni metaboliche delle 
Vitamine in rapporto alla funzione tiroidea, 
Travia (8) cosi si é espresso: 

« Tenendo conto che la tiroide determina un 
aumento dell’attivita degli enzimi della defo- 
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sforilazione (g), si pud ritenere che nel sog- 
getto in ipertiroidismo clinico o sperimentale 
si tende ad una accentuazione dei processi 
di defosforilazione, per cui non si possono 
effettuare i processi di fosforilazione della latto- 
flavina e di altre vitamine del gruppo B (tia- 
mina, acido nicotinico, piridoxina) 0, viceversa, 
prevalendo le reazioni di defosforilazione, si ha 
una idrolisi degli esteri fosforici delle medesime 
vitamine le quali, non potendo essere fosfori- 
late, non possono neppure entrare nella costi- 
tuzione degli enzimi ». 

Il problema quindi, estremamente interes- 
sante, ci ha portati ad esaminare se e quanto 
talune sindromi, le quali si accompagnano ad 
ariboflavinosi, presentano tale sintomatologia, 
oltre che per modificazione del metabolismo in 
conseguenza della malattia fondamentale (alte- 
razioni gastro-intestinali, epatiti, ecc.) anche in 
conseguenza dello stato febbrile con cui even- 
tualmente esse si trovano associate. 


TECNICA 
In soggetti, resi tebbrili con vaccino ducreinico endo- 
venoso, abbiamo sistematicamente dosato la lattofla- 
vina nelle urine. 
I soggetti scelti per queste esperienze erano indenni 
da alterazioni epatiche, gastroenteriche, renali, endo- 


Ringraziamo il Prof. Luigi Travia, Aiuto della Clinica, che ci ha 
consigliati 
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crine, che di per sé stesse potessero apportare modi- 
ficazioni nel metabolismo della vitamina. I soggetti 
sono stati tenuti a dieta costante per tuttii giorni della 
prova. La lattoflavina é stata dosata per alcuni giorni 
precedenti alla ipertemia fino a costanza di eliminazione 
e per tutti i giorni successivi sino a normalizzazione 
della curva di eliminazione. 

Per il dosaggio ci siamo serviti del metodo di Em- 
merie (10). 

La tabella I riassume i dati dell’eliminazione di lat- 
toflavina con le urine nei soggetti da noi studiati. 


TABELLA I. 
| Media % di | 
| chimica Grado aumento 
\Caso| basata di | tempe- 
| | lattofla- | ratura P - dopo la | 
| | vina febbre 
ee \ stesso giorno mg. 5,60 | 278% 
I |mg. 1,48) 39° ) I giorno dopo » 2,32 58 
2 giornidopo » 1,40 — | 
| stesso giorno mg. 4,00 | 189% | 
| 2 |mg. 1,38) 39°,2 {| I giorno dopo » 2,56 87 
| 2 giornidopo » 1,30 — | 
| stesso giorno mg. 4,35; 239% | 
3 |mg. 1,28) 38°,9 1 giorno dopo » 0,85 | 
2 giornidopo » 1,09 | 
| | 
| 
| | \ stesso giorno mg. 4,72 | 353% | 
| | 
4 |mg. 1,04) 39°,4 I giorno dopo » 2,68 157 
| 2 giornidopo » 1,70 
| stesso giorno mg. 3,70 | 278% | 
| 5 img 0,99} 30°,1 | I giorno dopo » 1,80 81 | 
| 2 giornidopo » I,o1 2 


CONCLUSIONI 

1) L’ipertemia provoca in tutti i soggetti un 
aumento della eliminazione urinaria di latto- 
flavina, la cui intensita di eliminazione é diffe- 
rente da soggetto a soggetto. 

2) Il massimo di eliminazione di lattoflavina 
si ha nell’urina emessa nello stesso giorno nel 
quale il malato ha l’accesso febbrile, ma in 
genere l’eliminazione continua per alcuni giorni 
dopo cessata la febbre. 

3) La quantita di lattoflavina eliminata non 
é direttamente proporzionale all’altezza rag- 
giunta dal grado della temperatura febbrile. 

Sebbene il fenomeno sia costantemente ripro- 
ducibile, tuttavia per ora non é possibile 1’in- 
terpretazione completa del meccanismo attra- 


242 


verso il quale_si modifica il metabolismo della 
lattoflavina durante il processo febbrile. In ul- 
teriori ricerche, attualmente in corso, si tenteri 
di precisare la natura dei rapporti fra riboflavina 
ed alterazioni del suo metabolismo, provocate 
dalla febbre. 


RIASSUNTO 


E stata studiata l’eliminazione urinaria della lat- 
toflavina in 5 soggetti resi febbrili artificialmente. In 
tutti si é avuta una eccessiva eliminazione urinaria di 
lattoflavina. 


RESUME 


Influence de la pyrexie provoquée sur l’élimination 
urinaire de la lactoflavine totale. 


On a étudié |’élimination urinaire chez 5 sujets dont 
la pyrexie avait été artificiellement provoquée. Chez 
tous on a pu constater une élimination urinaire exces- 
sive de lactoflavine. 


SUMMARY 


Influence of intentionally provoked pyrexia upon the 
urinary elimination of total lactoflavin. 


Studies on the urinary elimination of lactoflavin 
have been carried out upon 5 patients whose tempe- 
rature had been rised artificially. In all cases the uri- 
nary elimination of lactoflavine proved to be excessive. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber den Einfluss der kiinstlich hervorgerufenen 
Pyrexie auf die Ausscheidung des totalen Lactoflavins 
durch den Urin. 


Bei 5 Versuchsobjekten, bei denen ein kiinstlicher 
Fieberzustand hervorgerufen wurde, ist die Ausschei- 
dung des Lactoflavins durch den Urin studiert worden. 
Bei allen Patienten wurde eine iibermdssige Lacto- 
flavinausscheidung festgestellt. 


RESUMEN 


Influencia de la pirexia artificial sobre la eliminacién 
urinaria de lactoflavina total. 


Se ha estudiado la eliminacién urinaria de lacto- 
flavina en 5 sujetos con pirexia provocada artificial- 
mente. En todos se ha comprobado una eliminacién 
urinaria excesiva de lactoflavina. 
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(Direttore: Prof. L. Villa) 


Velocita dell’escrezione urinaria nell’uomo sano 


dei prodotti che danno la reazione di Huff dopo carico di ammide 


dell’acido nicotinico 


N. DIOGUARDI 


Ci @ parso interessante studiare, nell’uomo 
sano, la velocita di eliminazione nelle urine dei 
prodotti che danno la reazione di Huff, dopo 
carico di ammide dell’acido nicotinico, per stabi- 
lire se 1’N ,-metilnicotinammide, prodotto diescre- 
zione dell’ammide dell’acido nicotinico (1-2-3), 


L. MARTINI 


compaia immediatamente dopo la sua sommini- 
strazione. Infatti una eliminazione ritardata dei 
prodotti di alchilazione della niacinammide po- 
trebbe far pensare che, in vivo, la maggiore su- 
scettibilita di quest’ultimo composto alla meti- 
lazione, in confronto all’acido nicotinico, sia 
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nell’organismo (é noto che l’acido nicotinico si 
elimina nell’uomo normale con ie urine molto 
velocemente). 

Dai nostri dati é possibile apprezzare come i 
prodotti di alchilazione dell’ammide dell’acido 
nicotinico, in tutti i soggetti trattati, compaiano 
immediatamente entro la prima ora dal carico. 

Questo fatto sta a significare come la alchila- 
zione del prodotto avviene praticamente subito 
dopo l’iniezione effettuata intramuscolo, con 
lentrata in circolo e con il conseguente arrivo 
del prodotto stesso al fegato, organo in cui 
avvengono in prevalenza queste reazioni (4-5- 
6-7). 

La maggiore suscettibilita all’alchilazione 
dell’acido nei confronti dell’ammide non é 
quindi legata ad una sua maggiore permanenza 
nell’organismo. 


PARTE SPERIMENTALE 


Il soggetto in esperimento, sano, al mattino svuo- 
tava la vescica. Le urine emesse, venivano misurate ed 
eticchettate col numero Si praticavano quindi 
intramuscolo, nei glutei, 100 mg. di ammide dell’acido 
Nicotinico. Si raccoglieva l’urina ogni ora per 4 ore. 
Si misurava esattamente il volume di ogni frazione 
numerandole successivamente nell’ordine. 

Su tutte e 5 le frazioni (O-I-II-III-IV) si eseguiva la 
Teazione di Huff (8-9) ricavando ogni dato dalla media 
di almeno tre prove. 

Non abbiamo ritenuto utile la somministrazione di 
acqua, dopo lo svuotamento, in quanto la escrezione 
urinaria era largamente sufficiente per le nostre ricerche. 

I dati sono riportati nelle tabelle. 


RIASSUNTO 


_1 composti N, alchilati dell’ammide dell’acido nico- 
tinico si ritrovano nelle urine dell’uomo sano gia entro 
la 1" ora dopo il carico di 100 mg. di niacinammide. 


Vitesse de l’excrétion urinaire, chez l'homme sain, des 
produits qui donnent la réaction de Huff a la suite d’une 
charge d’amide de l’acide nicotinique. 

Les composés N, alcoylés de l’amide de l’acide nico- 
tinique se retrouvent dans les urines de l‘homme sain 
déja une heure aprés l’administration d’une charge de 
100 mg. de niacinamide. 


SUMMARY 


Speed of urinary excretion in normal patient of pro- 
ducts giving Huff's reaction after charge of nicotinic 
acid amide. 

The alkyl N, compounds of nicotinic acid amide are 
to be found in the urine of a normal patient within the 
first hour after a charge of 100 mg. of niacianamide. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber die Ausscheidungsgeschwindigkeit bei gesunden 
Menschen der Produkte, welche die Huff’sche Reaktion 
hervorrufen, nach Verabreichung von Nikotinsdure-amid. 

Die N, alkylierten Verbindungen des Nikotinsaure- 
amids werden bei gesunden Menschen bereits 1 Stunde 
nach der Verabreichung von 100 gr. Nikotinsaure- 
amid im Urin wiedergefunden. 


RESUMEN 


Velocidad de la excrecién urinaria en el hombre sano, 
de los productos que dan la reaccién de Huff después 
de una carga de amida del dcido nicotinico. 


Los compuestos N, alquilados del amida del acido 
nicotinico se, hallan en las orinas del hombre sano a una 
hora solamente de administrar una carga de 100 mg 
de nicotinamida. 
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REPARTO BIOLOGICO DEI LAEORATORI DI RICERCHE DELLA LEPETIT S. p. A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. 


M. Chiancone) 


Analisi cromatografica 
dei metaboliti del triptofano in rapporto alla carenza di piridoxina 
e con particolare riguardo ai corpi antranilici 


E. GINOULHIAC 


Nello studio di prodotti derivati dal metabo- 
lismo del triptofano somministrato ad animali in 
carenza 0 meno di vitamina B,, abbiamo da 
tempo applicato nel nostro Laboratorio l’analisi 
cromatografica ed é anzi con questo mezzo d’in- 
dagine che una di noi (1) ha potuto dimostrare, 
per la prima volta, la formazione in vivo nei 
mamumiferi di 3-ossichinurenina, prodotto gia ri- 
tenuto (2, 3, 4, 5) sicuro intermediario nel pas- 
saggio triptofano — acido xanturenico. 

Avendo ripreso con tale metodo lo studio si- 
stematico di questo ricambio in ratti posti in 
carenza di vitamina Bg, rendiamo note le osser- 
vazioni che siamo andate via via raccogliendo. 

Scopo delle nostre indagini é stato: 

I) studiare lo spettro cromatografico delle 
urine di ratto dopo carico di triptofano con par- 
ticolare riguardo a taluni metaboliti di questo 
aminoacido finora poco studiati in rapporto alla 
carenza piridoxinica (derivati antranilici) ; 

2) eseguire parallelamente a questo studio 
alcune ricerche di ordine chimico intese a chia- 
rire quei problemi che l’analisi cromatografica ci 
avrebbe via via presentato. 

L’osservazione cromatografica, eseguita nelle 
condizioni sperimentali pitt avanti riportate, ha 
messo in evidenza quanto appresso: 

a) il cromatogramma ottenuto con urine 
delle 24 h. di ratti piridoxino-carenti, a cui sia 
stato somministrato un carico orale di triptofano 
di g. 0,5 pro kg., presenta 10 macchie caratte- 
ristiche di cui soltanto una, la macchia C di ti- 
pica fluorescenza viola e positiva alla ninidrina, 
si ritrova pure nell’urina basale, raccolta cioé 
prima della somministrazione dell’aminoacido; 

b) alcune di queste macchie corrispondono a 
metaboliti del triptofano gia noti e precisa- 
mente: 3-ossichinurenina, chinurenina, acido 


xanturenico, acido chinurenico; fra le altre, la N 
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L. T. TENCONI 


e la O corrispondono rispettivamente ai coniu- 
gati della 3-ossichinurenina e della chinurenina 
(cfr. la rappresentazione schematica della Ta- 
vola I); 


c) nel cromatogramma eseguito con le 
stesse urine dopo idrolisi acida, il numero delle 
macchie fluorescenti si riduce a 8; si presentano 
con fluorescenza di intensita pit viva le macchie 
della 3-ossichinurenina e della chinurenina (in- 
dice di un’aumentata concentrazione di questi 
metaboliti), mentre sono scomparse quelle rela- 
tive ai due coniugati delle chinurenine (N e 0); 

d) le altre macchie del cromatogramma 
delle urine di questi animali, sia prima sia dopo 
idrolisi, sono dovute a sostanze per ora non iden- 
tificabili; corrispondono alle macchie A, B, C, 
D, E (Tavola I); con l’idrolisi scompaiono la 
Ae la B. 

Se la ricerca viene eseguita sulle urine degli 
stessi ratti ai quali un eguale carico di triptofano 
é dato dopo somministrazione di piridoxina, si 
possono fare le osservazioni seguenti: 

e) mancano alcune delle macchie presenti 
nel cromatogramma dei ratti piridoxino-carenti 
(precisamente quelle della 3-ossichinurenina ¢ 
della chinurenina), mentre ne compaiono delle 
altre (per es. quelle dell’acido antranilico e del 
suo coniugato, O e H); 


/) sottoponendo le stesse urine ad idrolisi 
acida, scompaiono le fluorescenze dei coniugati 
delle due chinurenine e dell’acido antranilico, 
compaiono le due macchie caratteristiche della 
chinurenina e della 3-ossichinurenina e risulta 
pit intensa la fluorescenza della macchia del- 
l’acido antranilico; 


g) le altre macchie per ora non identifica- 
bili, sono, in questi campioni di urina, le seguenti: 
C, D, E, M; dopo idrolisi, si nota una pid inm- 
tensa fluorescenza per la macchia M. 
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Fra i problemi che queste osservazioni sul- 
l’'analisi cromatografica potevano porre ad una 
ricerca analitica di ordine chimico, ci interes- 
sava: 


1) chiarire il dato relativo alla chinurenina 
ed al suo coniugato, in quanto, nelle urine di 
ratti in carico di triptofano e di piridossina, una 
di noiaveva in precedenza dosato con metodo 
chimico la chinurenina che non si metteva in 
evidenza alla analisi cromatografica, la quale 
dava invece in tali urine solo la macchia del co- 
niugato della chinurenina; 


2) arrivare ad ottenere dati anche quanti- 
tativi sull’acido antranilico che, per la prima 
volta, a quanto ci risulta, veniva riscontrato 
nelle urine di ratto in queste esperienze. 


Per cid che si riferisce a questi punti, si pud 
notare, a seguito delle ricerche chimiche da noi 
effettuate, che: 

a) per la chinurenina resta ferma |’osser- 
vazione della specificita della reazione chimica 
nelle condizioni descritte da una di noi (6). In 
queste condizioni, perd, si dosa la chinurenina 
totale; le due frazioni, libera e coniugata, pos- 
sono essere differenziate per ora solo cromatogra- 
ficamente. Difatti, in urine di ratto, carenzato 
in piridoxina e trattato con un carico di trip- 
tofano + piridoxina, chimicamente si dosa la 
chinurenina, mentre cromatograficamente la 
macchia relativa a questo metabolita manca e 
compare solo dopo idrolisi acida del campione 
di urina. Abbiamo anche osservato che la deter- 
minazione per via chimica sull’urina idrolizzata 
non fornisce valori pit alti di quelli ottenuti 
prima dell’idrolisi, perché nel dosaggio colo- 
rimetrico partecipano evidentemente alla rea- 
zione dei gruppi funzionali che restano liberi 
anche nella frazione coniugata; 

b) per quanto riguarda l’eliminazione di 
acido antranilico, abbiamo confermato per via 
chimica che questo metabolita é risultato pre- 
sente nelle urine di ratti piridoxino-carenti quan- 
do la somministrazione di triptofano é stata 
fatta contemporaneamente alla Bg. Inoltre ha 
avuto conferma anche il dato relativo alla pre- 
senza in queste urine di un coniugato dell’acido 
antranilico, il cui riscontro all’esame cromato- 
gtafico era costituito da una fluorescenza iden- 
tica a quella dell’acido antranilico, ma con un 
Rf molto vicino a quello della chinurenina ; 


c) le prime determinazioni di acido antra- 
nilico nelle urine mostrano, con le oscillazioni 


individuali, i valori di questo metabolita rispetto 
agli altri e di fronte al triptofano somministrato 
nelle condizioni delle nostre esperienze. 


PARTE SPERIMENTALE 


CONDIZIONI DELL’ESPERIENZA. 


Un gruppo di 8 ratti bianchi adulti prelevati dal no- 
stro allevamento venivano alimentati per 50 giorni con 
la dieta sintetica seguente: 

caseina 18, amido di riso 68, olio mandorle dolci 
10, miscela salina secondo Osborne e Mendel 4, vita- 
mina A 400 U. I., vitamina D 50 U. I. 

Gli animali ricevevano inoltre pro capite e pro die 
una miscela dei seguenti fattori del complesso B, in 
gamma: aneurina 10, lattoflavina 20, niacina 500, calcio 
d-pantotenato 50. Le nostre esperienze precedenti ci as- 
sicurano che in queste condizioni viene indotta una 
deficienza di vitamina Bg. 

I ratti cosi trattati venivano posti nelle speciali gab- 
bie di vetro per metabolismo e si raccoglievano le urine 
di 24 ore. Il giorno seguente, gli stessi animali riceve- 
vano un carico per os di 1|-triptofano alla dose di 500 
mg/kg.; si procedeva poi alla raccolta delle urine in 
due frazioni alla 24m e alla 48ma h. dopo la somministra- 
zione. Da questo momento gli animali, sempre sotto- 
posti alla dieta di cui sopra, ricevevano in pil 100 
gamma di piridoxina pro die. 

Al 4° giorno veniva effettuato per Os un nuovo carico 
di triptofano uguale al precedente e le urine venivano 
raccolte alla 24ma e 48ma h, dopo la somministrazione. 

Su tutti i campioni di urine — urine basali, urine dopo 
carico di triptofano e urine dopo carico di triptofano + B, 
—sono state eseguite le determinazioni degli acidi chinu- 
renico e xanturenico, della chinurenina e dell’acido an- 
tranilico (*); le stesse determinazioni sono state eseguite 
pure su parte aliquota degli stessi campioni sottoposti 
ad idrolisi acida con HCl N/1 durante 3 h. 


DETERMINAZIONI CROMATOGRAFICHE. 

Le urine eliminate nelle 24 ore successive alla sommi- 
nistrazione di triptofano, raccolte separatamente per 
ogni ratto, furono portate tutte ad un medesimo volume. 

Cid ha reso possibile un apprezzamento quasi 
quantitativo delle macchie risultanti agli stessi Rf nei 
vari cromatogrammi relativi alle urine di ratti di uno 
stesso gruppo o relativi alle urine di uno stesso ratto 
prima e dopo idrolisi. 

Per lo sviluppo dei rispettivi cromatogrammi si sono 
impiegati cc. 0,o1 dei campioni di urina preparati come 
sopra detto e cc. 0,02 degli stessi campioni dopo idrolisi 
acida. Le striscie, dopo 24 ore di contatto con il sol- 
vente (miscela acqua-butanolo-acido acetico oppure ac- 
qua-fenolo), vengono essiccate all’aria, indi osservate 
alla luce di Wood. 

Si sono messe cosi in evidenza macchie fluorescenti 
delle quali si sono determinati i relativi Rf. (Tabella I). 

L’analisi particolareggiata dei cromatogrammi ese- 
guiti su urine di ratto in condizioni basali, di ratto ca- 
renzato di vitamina B, in carico di triptofano e di ratto 
carenzato in vitamina B, dopo trattamepto contempo- 
raneo di piridoxina e triptofano é riportata a fianco della 
riproduzione fotografica delle macchie (Tavola I]). 


(*) Questi dati sono stati in parte pubblicati sul Bull. Soc. de 
Chim. Biol. 1951. 
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TABELLA I 
Analisi cromatografica delle urine di ratti in carenza di piridoxina, raccolte prima (basali) e dopo trattamento 


| PRODOTTI NOTI E 
FLUORESCENZA DI 
PRODOTTI NON 
IDENTIFICATI 


3asale 
24h 


Macchie 


nor- | idro 


| llizzata normale idrolizzata 
| 
A | Fluorescenza giallognola +++ 
verde azz ‘irra ° +++ 
violetta ++ | ++ ++ 
D | Lieve fluorescenza ...... ° o + ++ 
F | Ossichinurenina ......... ° + + 
G | Chinurenina ............ +++-4 ++4 
H | Coniugato antranilico .... 
Acido xanturenico ....... ° +4 ++ 
L | Vitemina Bg, ............ ° 
M | Fluorescenza violetta .... 
N giallognola .. 4 
P | Acido 3-ossiantrani ico .. . o 
Q | Acido antranilico ........ ° ° 


Per quanto concerne lo studio sulla presenza di un 
coniugato dell’acido antranilico, abbiamo operato nel 
modo seguente: 

dal campione ottenuto da ratti trattati con tripto- 
fano +- piridoxina, si sono preparati numerosi croma- 
togrammi con l’urina diluita come sopra ed altrettanti 
cromatogrammi con la stessa urina idrolizzata. Sotto la 
luce di Wood si sono identificati i due prodotti (acido 
antranilico e suo coniugato) e ritagliate le striscie in 
corrispondenza delle macchie a caratteristica fluore- 
scenza violetta (macchia H, frazione coniugata, per 
V’urina normale; macchia Q, frazione libera, per l’urina 
idrolizzata) 

Si sono estratte le macchie in acqua distillata e sugli 
eluiti si é praticata la reazione di diazotazione e copu- 
lazione che ha dato risultati positivi per ambedue gli 
estratti; il colorante ottenuto passa nella fase butilica 
dopo estrazione con alcool butilico. In precedenza ave- 
vamo notato che, nelle nostre condizioni di esperienza, 
di tutti i metaboliti gia noti del triptofano, solo chinu- 
renina ed acido antranilico sono diazotabili; dopo copu- 
lazione solo il composto dell’acido antranilico é estrai- 
bile con butanolo. 

In base a tali risultati abbiamo ritenuto che la so- 
stanza esaminata sia un coniugato dell’acido antranilico. 


DETERMINAZIONI CHIMICHE. 

I valori quantitativi dell’acido antranilico (espressi 
nella Tabella II) sono stati ottenuti per dosaggio colo- 
rimetrico su parti aliquote dei campioni di urina di cui 
sopra, praticando la reazione di diazotazione e copula- 
zione con 2-naftiletilendiammina; si sviluppa una colo- 
razione rosso-violetta che raggiunge il massimo dopo 
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IN CAREN7ZA DI PIRIDOXINA 


dopo carico di triptofano 


dopo carico di triptofano 
24h | 


48h 


nor idro- 
male lizzata) 


nor idro nor idro 


normale |idrolizzata 
male jlizzata male |lizzata | 


| 


+4 t+-+4 +++ + ++ 
+ > + 4+ 
° + + + + + + + 
+ +4 ++ + + 


15 ore. La sua intensita viene letta al fotometro di 
Pulfrich con filtro S 55 ed espressa in valori di estin- 
zione (E). Poiché questi valori di E sono riferibili a tutte 
le sostanze diazotabili e copulabili nelle condizioni della 
reazione come da noi eseguita, abbiamo effettuato a 
parte, con la metodica specifica della reazione di Otani 
e coll. con la p-dimetilamino-benzaldeide, il dosaggio 
della chinurenina. 

Questi valori di chinurenina sono stati trasformati in 
valori di estinzione (E,) utilizzando una curva di tara- 
tura precedentemente allestita con soluzioni a titolo 
noto di chinurenina sulle quali si era praticata la rea- 
zione di diazotazione e copulazione con alfa-naftileti- 
lendiammina.. Si rendeva cosi possibile sottrarre dai 


TABELLA II 


VALORI DI ACIDO CHINURENICO, 
XANTURENICO, CHINURENINA, ACIDO ANTRANILICO 
ESPRESSI IN % DI TRI’-TO“ANO SOMMINISTRATO 


Dosaggi per via colorimetrica 


Carico di triptofano + Bg | 
in ratti a dieta privata di Bg 


Carico di triptofano 
in ratti a dieta privata di Bg 


| 


2 


prove | Acido! Acido 


Chinu-| Acide |) Acido | Acido | Acido| 
chinu-! xantu- renina chinu-| xantu-| tra- 
(*) | renico} renico | * nilico || renico| renico rilico 
1 | | 23 | 222 | © 18,7 | 558 | 35 | | 
| 

2 6,9 20,8 20,9 o 16,5 48 | «1,1 0,53 
3 9,6 | 17,1 | 27,3 ° 16,0 | 60 | 2,3 1,65 | 

} 
4 | 6,6 | 234 | 235 | © | TH7 | 42 | 22 | 055) 


(*) Per ogni prova é stato fatto un campione medio delle urine 
di 2 ratti 


(campioni delle prime 24 h e campioni dalla 24™4 alla 484 h). 
SOTTO CARICO DI PIRIDOXINA 
| - —- 
| 
= 


tamento 
NA 
fano 
48h 
r idro- 
le lizzata) 
+4 
+ 
netro di 
di estin- 
lia tutte 
oni della 
‘tuato a 
di Otani 
dosaggio 
rmati in 
di tara- 
a titolo 
1 la rea- 
1aftileti- 
arre dai 
YILICO 
10 + Bg | 
ata di Bg | 
Acido| 
antra-' 
nilico | 
1,3) | 
0,53 
1,65 | 
0,55 
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VI. Dopo idrolisi sono presenti acido xanturenico e chinurenico. | 


nina libere, mentre sono presenti quelle dei due coniugati 


TAVOLA II ~ FOTOGRAFIE DI CROMATOGRAMMI 


— 


di cromatogrammi eseguiti con solvente acqua-butanolo-acido acetico su urine di ratto nel campione 


ore dopo la somministrazione di triptofano. 


Cromatogrammi Ie Il: I urina basale di ratto in carenza di piridoxina; II idem dopo idrolisi acida. Mancano tutte 
macchie caratteristiche dei metaboliti del triptofano da noi presi in esame. E presente solo la macchia C, positiva 

lla ninidrina, che compare anche in tutti gli altri cromatogrammi 
iatogrammi Ill e IV: urina di fatto in carenza di piridoxina triptofano. 

III. Sono presenti le macchie della 2-idrossichinurenina, degli acidi xanturenico « chinurenico e le macchie N ed 
O dei niugati delle 2 chinurenine 

IV. Dopo idrolisi sono presenti 3-idrossichinurenina e chinurenina con fluorescenze intensific ate rispetto alle corri- 
spondenti macchie del cromatogramma prima dell’idrolisi, la macchia I della miscela di acidi xanturenico e 
hinurenico; sono invece scomparse le macchie N ed O dei due coniugati delle chinurenine. 

Cromatogrammi Ve VI: urine di ratto sotto carico di B triptofano. 

\ Sono presenti le macchie degli acidi xanturenico e chinurenico; mancano quelle 


dell’ossi-chinurenina e chi- 


Si nota la comparsa della fluorescenza caratte 
1 dell’acido antranilico (Q) e la macchia H. 


2 scomparsa la macchia H e aumentata di intensita 


juella corrispondente ad acido antranilico (Q). 


tano, con debole fluorescenza, le macchie F e G della 3-idrossichinurenina e della chinurenina che non 


resenti prima dell’idrolisi, mentre sono scomparse le macchie N ed O dei due coniugati. 
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yalori di estinzione Ei valori di estinzione E, relativi 
alla chinurenina. Si sottraevano inoltre da E i valori di 
estinzione (E,) ottenuti praticando la stessa reazione 
di diazotazione e copulazione sulle urine basali. Si cal- 
colav: cosi per differenza un nuovo valore di estin- 
zione (E,) che veniva trasformato in valori di acido 
antranilico sulla curva di taratura. 

. In queste condizioni, abbiamo ottenuto costante- 
mente una perfetta corrispondenza di dati fra l’esame 
cromatografico e l’analisi colorimetrica; il dato colori- 
metrico risulta infatti negativo in tutti i campioni di 
urina in cui l’acido antranilico é assente pure cromato- 
grafica mente. 

D’altra parte, come abbiamo prima accennato, i pro- 
dotti colorati derivati da acido antranilico e chinure- 
nina mediante diazotazione e copulazione, sono diffe- 
renziabili per estrazione in butanolo; il derivato della 
chinurenina rimane tutto nella fase acquosa. Sullo 
studio di una tecnica pit’ perfezionata per la determi- 
nazione dell’acido antranilico utilizzando questa nostra 
osservazione, ci riserviamo di ritornare in seguito. 


CONCLUSIONI 


Queste ricerche hanno dimostrato, mediante 
lanalisi cromatografica, che nelle urine di ratti 
trattati con un carico di triptofano vi sono meta- 
boliti non ancora identificabili. Per quanto ri- 
guarda quelli gia noti, le nostre esperienze hanno 
permesso di dimostrare, per la prima volta, il com- 
portamento dei derivati antranilici in rapporto 
alla carenza di piridossina. Questo gruppo di de- 
tivati era stato gia trovato nelle urine (gatto, 
coniglio) da altri AA. dopo somministrazione di 
triptofano; Kotake e coll. (8) avevano anche di- 
mostrato che l’acido antranilico si forma da chi- 
nurenina in presenza di poltiglie di fegato, dato 
confermato recentemente nel fegato di ratto da 
Mason e Berg mediante analisi cromatografica 
(9), con la precisazione che il rene non é@ capace 
di compiere tale trasformazione (mentre compie 
quella da chinurenina ad acido chinurenico). An- 
cora recentemente Dalgliesh e Coll. (10) non ave- 
vano trovato, con la cromatografia, derivati an- 
tranilici nelle urine di ratti normali o piridoxino- 
carenti. Noi abbiamo messo in evidenza che nelle 
urine di uno stesso animale (ratto) carente di 
piridoxina, non si riscontrano corpi antranilici 
dopo carico orale di triptofano, mentre compa- 
iono l’acido antranilico ed un suo coniugato se a 
tale carico si associa la piridoxina. 

La piridoxina quindi sarebbe responsabile di 
un orientamento metabolico del triptofano tale 
che, mentre, com’é noto, alcuni metaboliti au- 
mentano (ossichinurenina e chinurenina) 0 com- 
paiono (acido xanturenico) per effetto della ca- 
renza piridoxinica, altri aumentano (acido chinu- 
renico) o compaiono (acido antranilico), quando 
si somministri il carico di triptofano + piridoxina. 


Particolare interesse presenta anche il rilievo, 
effettuato con analisi cromatografica, sul com- 
portamento delle chinurenine e dei relativi coniu- 
gati in rapporto alla carenza o meno di pirido- 
xina. Nello stato di carenza le chinurenine si 
eliminano entrambe nelle forme libera e coniu- 
gata; somministrando la piridoxina, compaiono 
soltanto in forma coniugata. Poiché nella ca- 
renza le quantita di chinurenina e di 3-ossichinu- 
renina sono piti alte che in seguito a sommini- 
strazione di piridoxina é evidente che |’organi- 
smo del ratto carenzato non riesce pit’ a coniu- 
gare tutta la chinurenina e la 3-ossichinurenina di- 
sponibile, e ne elimina delle quote in forma libera. 

Accenniamo infine alla costante negativita 
nella ricerca cromatografica di o-amino-aceto- 
fenone e di 3-ossi-o-amino-acetofenone in tutte 
le urine di questi animali; costantemente nega- 
tiva é stata pure in queste urine la ricerca per 
via cromatografica dell’acido 3-ossi-antranilico, 
il cui reperto era stato invece positivo in altre 
condizioni di esperienza, sulle quali riferiremo 
in altra occasione. 


RIASSUNTO 


In ratti a dieta carenzata di B, l’analisi cromatogra- 
fica sulle urine dopo carico di triptofano o di tripto- 
fano + piridoxina mette in evidenza (a luce fluore- 
scente) macchie corrispondenti a metaboliti del tripto- 
fano noti e ignoti. Vengono studiati alcuni di essi cro- 
matograficamente e, in parallelo, con esami e dosaggi 
per via chimica (acido chinurenico, acido xanturenico, 
chinurenico, acido antranilico) mettendo anche in rilievo 
i rapporti con i relativi composti coniugati (coniugati 
di chinurenina, di 3-ossi-chinurenina e di acido antra- 
nilico). Si riconosce alla piridoxina la capacita di orien- 
tare il metabolismo de] triptofano nei ratti carenzati 
verso un aumento di alcuni metaboliti (chinurenina 
3-0ssi-chinurenina, acido xanturenico) e nei ratti trat- 
tati con piridoxina verso un aumento o la comparsa di 
altri (acido chinurenico e acido antranilico). 


RESUME 


Analyse chromategraphique des métabolites du tryp- 
tophane par rapport a la carence de pyridoxine et sur- 
tout en ce qui concerne les corps anthraniliques. 

Chez des rats soumis 4 un régime carencé en vita- 
mine |’analyse chromatographique des _urines, 
aprés une charge de tryptophane ou de tryptophane + 
+ pyridoxine, a mis en évidence (a la lumiére fluores- 
cente) des taches correspondant aux métabolites du 
tryptophane connus et non connus. Certains d’entre 
eux ont été étudiés chromatographiquement et 
soumis, parallélement a des examens et des dosages 
chimiques (acide cynurénique, acide xanthurénique, 
cynurénine, acide anthranilique), en mettant égale- 
ment en relief leurs rapports avec les composés con- 
jugués relatifs (conjugués de cynurénine, de 3-oxy- 
cynurénine et d’acide anthranilique). On reconnait 
a la pyridoxine la propriété de déterminer dans le 
métabolisme du tryptophane chez les rats carencés 
une tendance a |’augmentation de certains métabolites 
(cynurénine, 3-oxycynurénine, acide xanthurénique) et 
chez les rats traités 4 la pyridoxine une tendance a 
l’augmentation ou a l’apparition d’autres métabolites 
(acide cynurénique et acide anthranilique). 
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SUMMARY 


Chromatographic analysis of tryptophan metabolites 
in relation with deficiency of pyridoxine and with special 
vegavd to anthranilic bodies. 


In rats kept on a diet deficient in vitamin B,, the 
chromatographic analysis of the urinal excretions fol- 
lowing a charge of tryptophane or of tryptophane + 
+ pyridoxine puts in evidence (under a fluorescent 
light) stains corresponding to the known and unknown 
tryptophane metabolites. Some of these have been 
studied chromatographically and, in parallel, with 
exams and dosages, chemically (kynurenic acid, xan- 
thurenic acid, kynurenine, anthranilic acid) putting 
in evidence also the relations with the respective con- 
jugated compounds (of kynurenine, of 3-oxykynu- 
renine and of anthranilic acid). Pyridoxine has been 
recognized capable of orienting the tryptophane meta- 
bolism in rats kept on a deficient diet towards an 
increase in certain metabolites (kynurenine, 3-oxyky- 
nurenine, xanthurenic acid) and in rats treated with 
pyridoxine towards an increase or the manifestation 
of others (kynurenic acid and anthranilic acid). 


ZUSAMMENFASSUNG 


Chromatografische Analyse der Stoffwechselprodukte 
des Tryptophans im Zusammenhang mit Pyridoxin- 
mangel und mit besonderer Berticksichtigung der an- 
thranilischen Korper. 


Nach Verabreichung von Tryptophan oder von 
Tryptophan-Pyridoxin an Ratten unter 6,-karen- 
zierter Diat, hebt die chromatografische Analyse im 
Urin (bei fluoreszierendem Licht) Flecken hervor, 
welche den bekannten und unbekannten Stoffwechsel- 
Produkten des Tryptophans entsprechen. Einige dieser 
Stoffwechsel-Produkte werden chromatografisch bes- 
timmt und parallel dazu auch auf chemischem Wege 
(Kynurensaure, Xanthurensaure, Kynurenin, An- 
thranilsaure). Es werden auch die Verhaltnisse mit 
den entsprechenden conjugierten Verbindungen her- 
vorgehoben (Verbindungen des Kynurenins, des 
3-Oxykynurenins, der Anthranilsaure). Dem Pyridoxin 
wird die Eigenschaft anerkannt, bei karenzierten Ratten 
den Metabolismus des Tryptophans gegen eine Erhd- 
hung einiger Metaboliten (Kynurenin, 3-Oxykynurenin, 


Xanthurensaure) und bei mit Pyridoxin behandeltep 
Ratten, gegen eine Erhéhung oder gegen das Auftreten 
anderer Stoffwechsel-Produkte zu orientieren (Kym. 
rensdure, Anthranilsdure). 


RESUMEN 


Andlisis cromatografico de los metabolitos del tripté. 
fano con respecto a la carencia de piridoxina y en parii- 
cular por lo que se refiere a los cuerpos antranilicos. 


En ratas sometidas a un régimen carenciado en vita. 
mina B,, el andlisis cromatografico de las orinas, des. 
pués de una carga de triptdfano o de triptdéfano + 
+ piridoxina, pone de manifiesto (a la luz fluorescente) 
manchas correspondientes a los metabolitos del trip- 
téfano conocidos y desconocidos. Se estudian algunos 
de ellos cromatogrdficamente, efectuando al mismo 
tiempo examenes y dosajes por via quimica (Acido cinu- 
rénico, acido xanturénico, cinurenina, acido antrani- 
lico) y determinandose también sus relaciones con los 
compuestos conjugados respectivos (conjugados de 
cinurenina, de 3-oxicinurenina y de acido antranilico), 


Se reconoce a la piridoxina la propriedad de provocar 
en el metabolismo del tript6éfano, en las ratas carencia- 
das, una tendencia al aumento de algunos metabolitos 
(cinurenina, 3-oxicinurenina, acido xanturénico) y, en 
las ratas tratadas con piridoxina, una tendencia al 
aumento o a la aparicién de otros metabolitos (acido 
cinurénico y acido antranilico). 


BIBLIOGRAFIA 


1) GINOULHIAC E. e SENsI P. - Acta Vitaminol. 1951, 
5, 111.—2) MusajoL., Spapa A. e Casini E. - Gazz. Chim. 
Ital. 1950, 80, 171. — 3) Musajo L., CHIANCONE F. M 
e Coppini D. - Boll. Soc. It. Biol. Sper., 1950, 26, 601. - 
4) BuTENANDT A., WEIDEL W. e SCHLOSSBERGER H. - 
Z.'Naturforsch, 1949, 4b, 242. — 5) CEDRANGOLOF. - 
Quad. Soc. It. Biol. Sper., 1950, 5. Perugia, Ed. Simo- 
nelli. — 6) GinouLniac E. - Experientia, 1951, 7, 390. - 
7) Musajo L., CHIANCONE F. M., Copptnt D. e GINOUL- 
H1ac E. - Bull. Soc. Chim. Biol., 1951, in stampa, - 
8) Kotake Y. e Nakayama Y. - Z. Physiol. Chem, 
1941, 270, 76. — 9) Mason M. e Bera C. P. - J. Biol. 
Chem., 1951, 188, 783. — 10) DALGLIESH C. E., Knox 
W. E. e NEUBERGER A. - Nature, 1951, 168, 4262, 20. 


— 
E 
vat 
od 
acut 
irre] 
volt 
fun: 
dei 
rige 
dell 
bra 
sole 
tan: 
util 
dell 
di 
por 
tan 
lula 
cap 
gan 
I 
un’ 
pog 
ale 
am 
vit 
: ani 
ep. 
Po 
210 
cir 
nel 
int 
log 
she 
fice 
250 


andelten 
uftreten 
(Kynu- 


ol tripté. 
en parti. 
en vita. 
nas, des- 
6fano + 
rescente) 
del trip- 
algunos 
mismo 


ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E DI TERAPIA MEDICA DELLA UNIVERSITA DI TORINO 
(Direttore: Prof. P. Bastai) 


Attivita 


protettiva della vitamina B,, 


e della folacina sulle lesioni epatiche (chimiche, funzionali, 
istologiche) da somministrazione di tetracloruro di carbonio 


A. GALEONE A:ssistente straord. e docente 


E stato in precedenza da noi stessi osser- 
vato (1) che la somministrazione di vitamina B,, 
o di folacina, in soggetti affetti da epatopatie 
acute 0 da epatopatie croniche non del tutto 
irreparabili, modifica in misura sensibile, tal- 
volta riportandoli alla norma, alcuni indici della 
funzione del fegato, aumenta quasi sempre la 
diuresi e determina un miglioramento soggettivo 
dei malati; inoltre, nelle epatopatie acute itte- 
rigene, si ha di norma una pronta attenuazione 
dell’ittero. 

Queste nostre osservazioni cliniche ci son sem- 
brate interessanti e degne di attenzione, non 
solo da un punto di vista pratico — prospet- 
tando esse l’opportunita e Ja convenienza di 
utilizzare vitamina B,, e folacina nella cura 
delle malattie epatiche —, ma anche da un punto 
di vista teorico, potendosi in base ad esse sup- 
porre che detti fattori vitaminici siano impor- 
tanti per un normale funzionamento della cel- 
lula epatica, e che la loro somministrazione sia 
capace di proteggere, almeno parzialmente, l’or- 
gano dall’azione di sostanze lesive. 


L’ipotesi che tali sostanze siano dotate di 
un’azione «epatofila» trova elementi di ap- 
poggio per quanto riguarda la vitamina By, in 
alcuni dati recentemente comunicati da AA. 
americani, secondo cuila somministrazione della 
vitamina varrebbe a proteggere il fegato di 
animali trattati con CCl, 0 con altre sostanze 
epatotossiche. Vanno ricordate le ricerche di 
Popper e coll. (2, 3), secondo cui la somministra- 
tione preventiva di vitamina B,, ridurrebbe di 
circa un terzo l’entita delle lesioni riscontrabili 
nel fegato di ratti 48 h dopo un’unica iniezione 
intraperitoneale di CCl,. Risultati pressoché ana- 
loghi sono stati in seguito comunicati da Mu- 
shett (4), che pure ha riscontrato nei ratti un’ef- 
ficace azione protettiva della vitamina B,, verso 


A. M. PELOCCHINO Assisiente vol. 


le lesioni epatiche secondarie a somministra- 
zione di CCl, in dose singola: per contro lo 
stesso A. non ha riconosciuto alla vitamina By, 
un’azione protettiva quando la sostanza tos- 
sica era somministrata ripetutamente ed a 
lungo. 

La constatazione di un’azione protettiva della 
vitamina B,, nei riguardi delle lesioni istolo- 
giche epatiche comunemente note come secon- 
darie alla somministrazione di certe sostanze 
tossiche (steatosi, degenerazione vacuolare e 
jalina, necrosi, ecc.) ¢ andata di pari passo con 
quella | Popper e coll. (2), Mushett (3)] di un’azione 
protettiva della stessa vitamina sul patrimonio 
di ac. ribonucleico (ARN) delle cellule epatiche: 
la vitamina B,, ridurrebbe la diminuzione del 
contenuto degli epatociti in ARN, diminuzione 
che é un altro dei fenomeni, e tra i pit precoci, 
che si verificano nel fegato in seguito ad intos- 
sicazione da CCl, | Rosin e Doliansky (21), War- 
ter, Mandel e al. (5)], come pure nei danneggia- 
menti del fegato da altre cause’ [Opie (22), 
Szanto e Popper (7)]. 


Se, in base a quanto ora qui ricordato, era da 
ammettere l’esistenza di un’azione epatoprotet- 
tiva della vitamina B,,, mancavano pero finora 
nella letteratura dati che portassero ad asse- 
gnare un’analoga attivita alla folacina: gli unici 
dati sperimentali a nostra conoscenza, prospet- 
tanti l’esistenza di un’azione «epatofila » della 
folacina, riguardano |’intervento di questa vita- 
mina su alcune attivita enzimatiche di indubbia 
importanza ai fini del mantenimento dell’inte- 
grita anatomo-funzionale dell’organo: in parti- 
colare un’azione sull’attivita colinoossidasica 
del fegato, attivita enzimatica, questa, che per- 
mette l’ossidazione della colina ad ossido di be- 
taina, tappa fondamentale ed indispensabile 
per la liberazione del gruppo metilico CH, dalla 
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colina, e quindi per la sintesi dei fosfatidi ed il 
convogliamento dei grassi, in forma di fosfa- 
tidi, dal fegato. 


La mancanza di dati sufficienti sull’esistenza 
di un’azione epatoprotettiva della folacina, ed 
insieme il desiderio di apportare elementi di 
chiarimento al meccanismo dell’azione «epa- 
tofila » gia da noi stessi riconosciuta, nell’am- 
bito clinico-terapeutico, alla folacina stessa e alla 
vitamina B,,, ci hanno ora indotti ad effettuare 
le ricerche sperimentali di cui qui riferiamo. 

Particolari scopi di tali ricerche sono stati i 
seguenti: 


I) controllare la reale esistenza di un’atti- 
vita epatoprotettiva della vitamina By», ed 
eventualmente meglio precisarne le caratteri- 
stiche e i limiti; 


2) indagare se un’analoga attivita protettiva 
contro le alterazioni istologiche, la steatosi e la 
diminuzione del contenuto in ARN del fegato 
sia attribuibile anche alla folacina; 


3) indagare se tali sostanze, oltre ad una 
azione epatoprotettiva in senso stretto, siano 
eventualmente dotate di capacita « riparative » 
su un danno epatico parziale in precedenza isti- 
tuito. 


MATERIALE, TECNICHE 
E PIANO DELLE RICERCHE 


Le ricerche sono state realizzate su pit lotti di ratti 
albini maschi (complessivamente r. 38 animali), tutti 
della stessa eta e approssimativamente dello stesso 
peso (peso medio di 200 g.), tenuti a un’ugual dieta 
mista con supplemento di vitamine e sali minerali. 

I lotti I e II (rispettivamente din. 5 e din. 4 ratti 
ciascuno) hanno costituito i controlli. I lotti III, IV, Ve 
VI sono stati impiegati per lo studio dell’attivita epato- 
protettiva rispettivamente della folacina e della vita- 
mina B,,. Altri due lotti (VII, VIII) hanno servito per 
lo studio delle capacita riparative della folacina e della 
vitamina b,. sul danno epatico preventivamente pro- 
vocato con Ja somministrazione di sostanze tossiche. 

La sostanza epatotossica da noi utilizzata é il CCl, 
(soluzione oleosa), iniettato per via intraperitoneale. 
Come si @ detto, tale sostanza é stata gia impiegata 
daglialtri AA. [Popper e coll. (2), Mushett (3)] che hanno 
studiato l’azione epatoprotettiva della vitamina B,,. 
La sua somministrazione (via inalatoria, intraperito- 
neale, ecc.), com’é noto, provoca profonde lesioni epa- 
tiche, in un primo tempo costituite da alterazioni re- 
gressive degli elementi parenchimali (degenerazione 
vacuolare, torbida e grassa, scomparsa dei mitocondri, 
zone di necrosi), successivamente associate a fenomeni 
di ipertrofia degli epatociti; prolungandosi la som- 
ministrazione del tossico, le lesioni epatiche sono rap- 
presentate da fenomeni d’iperplasia a carico del con- 
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Nettivo, con alterazioni della struttura lobulare, fino a 
un quadro cirrotico [Cavallero (7)]. 

Le condizioni del fegato degli animali in esperimento 
sono state in ogni caso controllate anatomo-istologi- 
camente e, dal lato funzionale, mediante determina- 
zioni ripetute dell’attivita colinesterasica del siero 
(Ch. Es.) (circa l’importanza e il significato di questa 
prova come indice della funzione parenchimale de] 
fegato, vedi oltre). 

In ciascun animale é stato indagato, nel corso delle’ 
prove, il contenuto di grassi dell’organo, mediante deter- 
minazione per estrazione eterea al Soxhlet; @ stato 
inoltre dosato 1“ARN del fegato col metodo di Hoff- 
mann (8), basato sulla trasformazione in furfurolo del 
ribosio cortenuto nell’acido ribonucleinico (*). 


Ecco in dettaglio il trattamento cui sono stati sotto- 
posti i singoli lotti di animali in esperimento: 


I lotto (n. 5 animali): ratti trattati solo con CCl, 
(iniezione intraperitoneale di 2 cc. di olio di vaselina 
contenente 0,033 cc. di CCl, per cc.). I ratti sono stati 
sacrificati a distanza di 48 ore dall’iniezione. 


TI lotto (n. 4 animali): ratti trattati come quelli del 
lotto I e sacrificati dopo 8 gy. dalla somministrazione 
di CCl, 

ITT lotto (n. 4 animali): ratti trattati per 3 gg. conse- 
cutivi con vitamina B,, per iniezione (dosi singole di 
5 vgr.), e successivamente, al quarto giorno, iniettati con 
la medesima dose di vitamina B,, (**) e con CCl, (vedi 
lotti I e II). Gli animali sono stati sacrificati dopo 48 
ore dalla somministrazione di CCl,. 


IV lotto (n. 7 animali): ratti trattati a‘lo stesso modo 
di quelli del Jotto III, ma sacrificati dopo 8 giorni. 


V lotto (n. 4 animali}: ratti trattati per 3 gg. consecu- 
tivi con folacina per iniezione (dosi singole di 5 mgr) 
e successivamente, al quarto giorno, iniettati con le 
medesime dosi di folacina e con CCl, (vedi lotti I, II, 
III e IV): animali sacrificati a 48 ore dalla sommini- 
strazione di CCl,. 


VI lotto (n. 4 animali): ratti trattati come quelli del 
V lotto, ma sacrificati dopo 8 giorni dall’iniezione di 
CCl,. 


VII lotto (n. 7 animali): ratti trattati, per 3 giorni con- 
secutivi, con vitamina B,, (dosi giornaliere di 5 ygr.), 
e successivamente, al quarto giorno, iniettati con uma 
medesima dose di vitamina B,3 e con CCl, (vedi lotti 
precedenti). Dopo la somministrazione di CCl,, iniezioni 
a giorni alterni di vitamina B,, (dosi singole di 5 gr). 
Gli animali sono stati sacrificati dopo 8 gg. dalla som- 
ministrazione di CCl,. 


VITJ lotto (n. 3 animali): ratti trattati come il lotto 
VII, ma con folacina (dose singola di 3 mgr.) invece che 
con vitamina B,, e sacrificati anch’essi dopo 8 giorni 
daila sommiristrazione di CCl,. 


(*) In dosaggi preliminari, effettuati su 5 ratti normali, abbiamo 
riscontrato un contenuto del fegato in lipidi totali oscillante tf 
2,4 2,9 g°. %- Sugli stessi animali, il contenuto in ARN é risultato 
variabile tra 10,2 € 11,4 mgr. per grammo di organo fresco. L’attivita 
della colinesterasi del siero (Ch. Es.) é risultata oscillante tra valor 
di 4,9 e 5,4 cc. NaOH N/roo (metodo chimico alcalimetrico di Sted 
mann e White). 


(**) Abbiamo impiegato nelle nostre ricerche vitamina B,> Gla 
Cytamen) e folacina Lepetit (Folecina). 
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TABELLA I 


Animali sacrificati 48 h dopo la somministrazione di CCl,: alterazioni istologiche, valori (medi) del contenuto 
in ARN e in lipidi totali del fegato, valori (medi) della colinesterasi sierica. 


Lotto I (n. 5 animali) 
trattati solo con CCl, 


Lotto III (n. 4 animali) 
| trattati con vitamina By? prima che con CCl, | 


Lotto V (n. 4 animali) 
trattati con folacina prima che con CCl, 


| 
ARN del | Lipidi del | Ch. Es. ARN del Lipidi del Ch. Es. ARN del Lipidi del Ch. Es. 
fegato in | fegato in | (ce. NaOH fegato in fegato in (cc. NaOH | _ fegato in fegato in (cc. NaOH 
mgr. % | gr. % /100) | mer. % gr. % N/r1o00) mgr. % gr. % N/roo) 
| 
5,60 7,60 2,46 7,02 499 | 4,96 515 4130 4,66 
Quadro istologico del fegato: Quadro istologico del fegato: Quadro istologico del fegato: 
scomparsa della arch tettura a travate conservata J’architettura parenchi- note di infiltrazione grassa; movimento 


| note di alterazioni degenerative e stea- 
| tosi diffusa di notevole grado. 


Animali sacrificati & 


male; note di infiltrazione grassa; non 
evidenti alterazioni degenerative degli 
epatociti. 


TABELLA II 


proliferativo delle cellule dell’intersti- 
zio con cellule immigrate; numerosi 
nuclei in mitosi. 


in ARN e in lipidi totali del fegato, valori (medi) della colinesterasi sierica. 


Lotto II (n. 4 animali) 
trattati solo con CCl, 


ARN del Lipidi del Ch. Es. 

fegato in | fegato in (cc. NaOH 
mer. % ger. % N/r00) 
5:23 2,50 2,06 


Quadro istologico del fegato: 
architettura a travate appena accen- 
nata; diffuse, gravi alterazioni degene- 
rative citoplasmatiche; numerose aree 
di necrosi. 


Lotto IV (n. 7 animali) 
| trattati con vitamina By2 prima che con CCl 


Lotto VI (n. 4 animali) 
trattati con folacina prima che con CCl, 


giorni dopo la somministrazione di CCl,: alterazioni istologiche, valori (medi) del contenuto 


| 

(cc. NaOH | 


ARN del Lipidi del -! Ch. Es. 

fegato in fegato in 

mgr. % gr. % N/r100) 
6,01 3,20 4,00 


Quadro istologico del fegato: 

disegno lobulare quasi del tutto conser- 
vato; assenza di aree necrotiche, non | 
alterazioni degenerative a carico del 
citoplasma. 


TABELLA III 


ARN del Lipidi del Ch. Es. 

fegato in fegato in (cc. NaOH 

mgr. % gr. % N/100) 
4,95 2,67 3,60 


Quadro istologico del fegato: 

alterazioni di un certo grado nella di- 
sposizione a travate delle cellule epa- 
tiche; vivace movimento proliferativo 
delle cellule dell’interstizio, con ele- 
menti immigrati; non aree di necrosi. 


Animali sacrificati 8 giorni dopo la somministrazione di CCl,, trattati prima e dopo il CCl, con folacina 
0 vitamina B,,: alterazioni istologiche, valori (medi) del contenuto in ARN e in lipidi totali del fegato; 


Lotto II (n. 4 animali) 


valori (medi) della colinesterasi sierica 


Lotto VII (n. 7 animali) 


Quadro istologico del fegato: 
architettura a travate appena accen- 
nata; diffuse, gravi alterazioni degene- 
Tative citoplasmatiche; numerose aree 
di necrosi. 


trattati solo con CCl, trattati con vitamina By2 prima e dopo il CCl, 
ARN del | Lipidi del | Ch. Es. | ARN del Lipidi del Ch. Es. 
fegato in fegato in | (cc. NaOH | fegato in fegato in (cc. NaOH 
mgr. % | gr. % | N/100) mgr. % | ger. % N/roo) 
| 
5,23 2,50 2,06 6,50 2,55 4,70 


Quadro istologico del fegato: 

travate epatiche bene apprezzabili; 
note di degen razione atrofica del cito- 
plasma in qualche area. 


Lotto VIII (no 


3 animali) 


trattati con folacina prima e dopo il CCl, 


ARN del Lipidi del Ch. Es. 

fegato in fegato in (cc. 
mgr. % ger. % N/tvo) 
6,385 2,57 4,00 


Quadro istologico del {gat 

travate discontinue; in qualche sone f 
nomeni degenerativi citoplasmatici; no- 
tevole movimento proli rativo delle 
cellule dell’interstizio con elementi m- 
migrati. 
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RISULTATI 


I risultati sono schematicamente esposti, per 
quanto riguarda le variazioni del contenuto in 
lipidi totali e in ARN del fegato e dei valori 
colinesterasici del siero, nelle tabelle I, II e III. 

In riassunto, tali risultati possono cosi essere 
riferiti: 


I) IN SEGUITO ALLA SOMMINISTRAZIONE DI 
CCl, stato riscontrato: 
a) nei ratti sacrificati dopo 48 ore: evi- 
lesioni anatomo-istologiche (degenera- 
zione vacuolare e idropica; steatosi); forte au- 
mento (di circa 3 volte) del contenuto in lipidi; 
marcata diminuzione (circa il 50%) dell’ARN; 
marcato abbassamento (50%, circa) della coli- 
nesterasi del siero: 


denti 


b) dopo 8 giorni: gravi lesioni anatomo- 
istologiche (zone di necrosi, estese infiltrazioni 


parvi-cellulari (fig. 1); notevole diminuzione 
dell’ARN (circa 55°); normale contenuto di 


lipidi; notevole abbassamento (circa 60°) della 
colinesterasi sierica. 


2) NEGLI ANIMALI TRATTATI CON VITA- 
MINA B,, PRIMA CHE-CON CCl, si @ osservato: 
a) dopo 48 h: lievi lesioni anatomiche del 
fegato (non degenerazione grassa); contenuto in 
lipidi quasi doppio della norma; discreta dimi- 
nuzione (circa il 25°%,) dell’ARN; normali valori 
dell’attivita colinesterasica del siero; 

b) dopo 8 gg.: lesioni anatomiche del fe- 
gato insignificanti (fig. 2); aumento del conte- 
nuto in lipidi del 25%, circa; diminuzione del 
tenore in ARN del 30%, circa; attivita coline- 
sterasica ai limiti inferiori della norma. 


3) NEGLI ANIMALI TRATTATI CON FOLACINA 
PRIMA CHE CON CC], si @ osservato: 

a) dopo 48 h: \esioni anatomiche di lieve 
grado (lieve degenerazione grassa); aumento 
(80°, circa) dei lipidi; riduzione dell’ARN della 
stessa entita dei controlli (50°, circa); valori 
della colinesterasi sierica praticamente normali; 

b) dopo 8 gg.: non necrosi né infiltra- 
zione parvicellulare del fegato (fig. 3); notevole 
diminuzione (55°, circa) dell’ARN; normale 
contenuto del fegato in lipidi; discreta dimi- 
nuzione (30°, circa) della colinesterasi sierica. 


4) NEGLI ANIMALI TRATTATI CON FOLACINA 
O CON VITAMINA By, PRIMA E DOPO IL CC],, e 
sacrificati dopo 8 gg. dalla somministrazione 
di quest’ultimo: non variazioni importanti, ri- 
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spetto ai risultati ottenuti negli animali trat- 
tati con dette vitamine solo prima del CC, 
per quanto riguarda il quadro istologico, il con- 
tenuto dei lipidi totali e dell’ARN del fegato; 
significativo aumento, invece, dell’attivita coli- 
nesterasica del siero. 


DISCUSSIONE DEI RISULTATI 


I risultati, qui avanti riferiti, si prestano ad 
alcune considerazioni critiche. 

In particolare modo ci sembrano da sotto- 
lineare e discutere il comportamento del tenore 
in lipidi e in ARN del fegato e il comportamento 
dell’attivita colinesterasica del siero negli ani- 
mali sottoposti solo alla somministrazione di 
CCl, da una parte, e in quelli trattati con vita- 
mina B,, e folacina dall’altra. 


a) Differente @ stato, come si @ visto, il 
comportamento del contenuto in lipidi del fegato, 
negli animali trattati solo con CCl, ed in quelli 
« protetti » con vitamina B,, o folacina: mentre 
nei primi il tasso lipidico totale risultava, 48h 
dopo la somministrazione di CCl,, aumentato di 
circa 3 volte i valori normali, in quelli trattati 
con vitamina B,, lo era invece solo del dop- 
pio, e meno del doppio in quelli trattati con fola- 
cina. 

Sia la vitamina B,, che la folacina hanno 
cosi dimostrato di possedere, quando sommini- 
strati precedentemente al CCl,, un’azione anti- 
steatosica piuttosto spiccata. 

Un’azione di tal genere era stata gia ricono- 
sciuta da Popper e coll. (2) alla vitamina Byp, 
non risultava invece messa finora in luce per la 
folacina, benché fossero gia noti alcuni interes- 
santi dati sperimentali che potevano farne sup- 
porre l’esistenza, oltre che per la vitamina Byg, 
anche per la folacina. 

Per quanto riguarda la vitamina By,g, era gia 
stato dimostrato che la sua somministrazione 
esplica azione protettiva sulle alterazioni del 
fegato da dieta iperlipidica (steatosi epatica), 
anche in assenza di colina o metionina | Drill 
Mc Cormick (9)|. I gia menzionati dati di Pop- 
per e coll. (2), relativi all’azione protettiva della 
vitamina B,, contro la steatosi da CCl, risul- 
tano poi confermati da Mushett (3). 

Tale attivita della vitamina B,, é spiegabile 
in base ad alcuni dati sperimentali, secondo cui 
la vitamina interferirebbe nei processi di trans- 
metilazione, indispensabili per la formazione 
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della colina, e quindi dei fosfatidi: la vita- 
mina B,, puod sostituire la metionina nel favo- 
rire l’accrescimento di alcuni batteri (Escheri- 
chia coli) |Schive (10)|; permette l’accrescimento 
dei ratti sottoposti a dieta povera di colina ed 
evita |’insorgenza delle lesioni renali (emorra- 
giche) [Schaefer e coll. (11)]; inoltre, il « fat- 
tore proteico animale », che da alcuni si ritiene 
identificabile con la vitamina B,g, riduce il fab- 
bisogno in metionina nel pulcino [Patton e 
coll. (12); Bird e coll. (13)]. 

Il meccanismo con cui la vitamina B,, espli- 
cherebbe la sua azione lipotropa risulta inda- 
gato e in buona parte chiarito da Jucker e 
coll. (14), secondo cui essa sarebbe necessaria 
per la trasformazione dell’omocisteina in metio- 
nina. Queste vedute sono confermate dalle ri- 
cerche di Oginsky (15), secondo cui negli omo- 
genati di fegato di animali sottoposti a carenza 
di vitamina B,, non si ha formazione di metio- 
nina a partire dall’omocisteina. 

Per quanto riguarda la folacina, erano state 
comunicate alcune ricerche sperimentali i cui 
risultati comproverebbero l’esistenza di un’a- 
zione lipotropa di tale fattore, molto verosi- 
milmente dovuta ad un suo intervento nei pro- 
cessi di metilazione. La folacina, come la vita- 
mina B,,, esplica azione protettiva sull’accre- 
scimento, sull’escrezione di creatina e sull’atti- 
vita ossidasica del fegato di ratti trattati con 
piridina (sostanza demetilizzante) |Dinning e 
coll. (16)|. Secondo Strength e Copeland (17), 
la vitamina B,, e l’acido folico associati espli- 
cherebbero azione protettiva nei riguardi ‘delle 
lesioni renali dei pulcini a dieta scarsa di gruppi 
metilici labili. Un’azione lipotropa della fola- 
cina é stata notata in ratti sottoposti alla som- 
ministrazione « per os » di quantita tossiche di 
glicina [Kelley e Totter (18)]. 

Un apprezzabile effetto antisteatogeno della 
folacina é stato anche riscontrato da Arrigo e 
Montini (19) in ratti parzialmente epatecto- 
mizzati, mentre non venne evidenziata dagli 
stessi AA. un’analoga azione da parte della 
Vitamina B,,. A questi dati sperimentali, che 
portano ad attribuire alla folacina un’azione 
Sui processi di metilazione, e quindi un’attivita 
lipotropica, vengono ora ad aggiungersi quelli 
derivanti dalle nostre ricerche, che comprovano 
l'esistenza di un’azione antisteatosica della fola- 
cina stessa sul fegato di animali trattati con 
Sostanze epatotossiche (CCl,) capaci di dar 


luogo a infiltrazione e degenerazione grassa del- 
Vorgano, 


b) Particolare menzione merita anche il dif- 
ferente comportamento tra variazioni del con- 
tenuto in ARN del fegato degli animali trattati 
solo con CCl, e di quelli protetti con vitamina B,,: 
nei primi si é avuta una diminuzione del con- 
tenuto di ARN di circa il 50% dopo 48 h, 
del 55°, 8 giorni dopo la somministrazione 
di CCl,; nei secondi la diminuzione é stata 
di solo 25%, dopo 48 h, del 30% circa dopo 
8 giorni. 

L’attivita dimostrata in tal campo dalla 
vitamina B,, apparira certamente degna della 
maggior considerazione a chi abbia presente 
l’importanza che ad un normale tenore di acido 
ribonucleico pud attribuirsi per l’attivita fun- 
zionale delle cellule epatiche. 

In proposito va ricordato che l’acido ribonu- 
cleico @ un essenziale costituente delle cosi- 
dette inclusionit basofile citoplasmatiche o mi- 
crosomi (Claude) o particelle submicroscopiche 
(Bensley e Lazarow) 0 granuli ribonucleo-pro- 
teict (Brachet e Jeener). Esso @ situato alla 
periferia di tali formazioni, che appunto al con- 
tenuto- delle nucleoproteine debbono la loro 
basofilia. Oltre che di acido ribonucleico, i 
microsomi si compongono di un nucleo centrale 
lipoproteico complesso, e contengono la mag- 
gioranza degli enzimi citoplasmatici della cel- 
lula epatica (cozimasi, succinodeidrogenasi, ci- 
tocromoossidasi, citocromo e perossidasi, 
arginasi, dipeptidasi, fosfatasi, ecc.). 

L’importanza funzionale dei microsomi deriva 
in primo luogo dal fatto che alla loro presenza ed 
attivita é collegata la sintesi delle proteine. Le 
cellule pit basofile son quelle capaci di elabo- 
rare granuli di secrezioni o sostanze proteiche 
(cellule pancreatiche, ovocita), o di moltipli- 
carsi attivamente (cellula cancerosa). E stato 
anche dimostrato che esiste un parallelismo tra 
tenore delle cellule in granuli ribo-nucleo-pro- 
teici e sintesi delle proteine, benché non sia 
ancora chiarito quale preciso ruolo l’acido ribo- 
nucleico abbia in tale sintesi. Secondo una teo- 
ria che tien conto delle vedute avanzate in 
proposito da vari AA., l’‘ARN, situato, come 
si.é detto, alla periferia del microsoma, servi- 
rebbe da matrice per la sintesi del tipo delle pro- 
teine corrispondenti al granulo, e precipiterebbe 
le proteine sintetizzate dalle proteasi (grazie 
all’ARN, l’azione delle proteasi sarebbe percid 
diretta solo nella direzione della sintesi); di pid 
trasmetterebbe l’energia necessaria a 
queste sintesi (derivante dai processi enzimatici 
ossidativi). 


LS) 
un 
ui 


Un normale contenuto di acido ribonucleico 
del fegato va percid considerato essenziale per i 
processi di sintesi proteiche, che, com’é noto, 
costituiscono una delle principali attivita bio- 
chimiche di tale organo: e molto verosimilmente 
la ragione per cui nelle epatopatie risulta alte- 
rato il processo di sintesi proteica, e in parti- 
colare quello delle albumine, é appunto la 


diminuzione del tenore degli epatociti in 
ARN. 
Diminuzione del contenuto in ARN del 


fegato é stata riscontrata in tutte le affezioni che 
comportano un danneggiamento epatico. Nelle 
carenze proteiche di animali digiunanti si os- 
serva forte diminuzione (58%) dell’ARN del 
fegato; quando agli stessi animali viene sommi- 
nistrata dieta iperproteica si osserva invece un 
rapido risollevamento, fino al1oo%, del conte- 
nuto in ARN (rigenerazione si ha in un primo 


tempo nelle cellule della parte centrale del lo-- 


bulo) |Lagerstedt (20)]. Analoga diminuzione 
del contenuto in ARN si ha nel danno epatico 
provocato sperimentalmente con varie sostanze 
epatossiche | Rosin e Doljariski (21); Opie (22); 
Szanto e Popper (23)]. 

Anche nelle epatopatie dell’uomo, il contenuto 
di ARN degli epatociti risulta pit o meno sensi- 
bilmente diminuito. Warter e coll. (24) hanno 
riscontrato sensibile diminuzione del contenuto 
di tale acido nel fegato cirrotico, con un abbas- 
samento costante del rapporto ARN/acido de- 
sossi-ribonucleico (quest’ultimo un compo- 
nente strettamente nucleare, si comporta come 
una costante cellulare e subisce pertanto varia- 
zioni praticamente insignificanti in seguito ai 
danneggiamenti di varia natura del fegato). 

La diminuzione del contenuto in ARN delle 
cellule epatiche é tra i fenomeni citochimici pit 
precoci, e va parallelo ad altri segni di danno 
epatico (diminuzione delle siero-albumine, scarsa 
eliminazione della bromosulfaleina, abbassa- 
mento delle proteine totali del fegato, ecc.). 

Secondo alcuni AA. (24), esisterebbe un diretto 
rapporto tra contenuto di ARN del fegato e 
tasso albuminico nel sangue, prova questa del- 
l’importanza del ruolo che l’ARN gioca nei pro- 
cessi di sintesi proteiche, dalle quali, oltre alla 
produzione di albumina, dipendono i fenomeni 
di rigenerazione delle cellule epatiche (di evi- 
dente importanza nei processi riparativi del 
danno epatico) e l’approntamento delle compo- 
nenti proteiche dei cosi numerosi enzimi di cui 
il fegato deve disporre per la sua complessa atti- 
vita metabolica. 
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Su questo essenziale componente delle cellule 
epatiche, indispensabile per i processi di sintesj 
proteica, la vitamina B,, esplica dunque un’a- 
zione protettiva di notevole grado. I dati otte- 
nuti nelle nostre prove ci sembrano in proposito 
molto significativi, e vengono a costituire una 
netta conferma di quelli riferiti recentemente da 
Popper e coll. (2), e da Mushett (3). 

Resta peraltro da chiarire il meccanismo con 
cui la vitamina By, esplica questa sua azione. 
Indubbiamente essa interferisce sul ricambio pro- 
teico, ed in modo particolare su quello dei nu- 
cleoproteidi, il cui processo di sintesi la vita- 
mina B,, catalizzerebbe [secondo le vedute di 
Vilter e coll. (25) la vitamina sarebbe un fattore 
indispensabile per il passaggio dalla base puri- 
nica a nucleoside]. Tuttavia é¢ stato da Regee 
Sreenivasan (26) dimostrato che la vitamina B 
come pure l’acido folico, influisce favorevok 
mente sulla sintesi di acido desossiribonucleieo 
da parte di certi bacteri (Lactobacillus Cas 
non é stata notata invece un’influenza della 
stessa vitamina, né dell’acido folico, sulla prot 
duzione di ARN (*). 

Da questi ultimi dati si pud essere portati alla 
deduzione che l’azione della vitamina B,, sul 
contenuto di ARN degli epatociti sia stretta- 
mente protettiva, non riparativa, e che proba- 
bilmente si esplichi attraverso la inibizione det 
processi enzimatici di scissione dell’ARN 
(ribonucleasi?), che potrebbero essere invece esal 
tati dalla presenza di sostanze epatotossiche: 
Un siffatto modo di vedere pud trovare conferma 
nei nostri dati relativi al comportamento del 
tenore di ARN nel fegato di animali protetti com 
vitamina B,, e nei quali, dopo la somministra- 
zione di CCl,, era stato continuato l’apporto di 
vitamina B,,: non é stato infatti riscontrato, in 
tali animali, un aumento del contenuto di 
ARN in seguito alla somministrazione di vita- 
mina 

Contro i brillanti risultati ottenuti con la vita- 
mina B,, nella protezione del contenuto in ARN 
del fegato, stanno quelli, assai poco significa- 
tivi, ottenuti con la folacina (diminuzione del 
50%, circa dopo 48 h negli animali trattati con 
folacina prima che con CCl,, del 55% circa dopo 
8 giorni). E evidente che, in questo campo, la 


(*) A lavoro ultimato, veniamo a conoscenza delle ricerche receD- 
temente comunicate da Sahasrabudhe e Lakshminarayan Rao; se- 
condo questi AA. in animali atti) carenzati in vitamina By? si ha 
diminuzione del contenuto degli acidi desossiribonucleico e ribonu- 
cleico e dell’azoto proteico del fegato; l’apporto di vitamina By2 
ripara tali alterazioni biochimiche; particolarmente modificabile dal- 
l’'apporto di vitamina B;2 é il contenuto di acido desossiribonucleico- 
(Nature, 1951, 168. 605) 
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Fig. 1 - Aspetto istologico del fegato di uno degli 
animali del lotto Il: diffuse alterazioni degenerative 


con fenomeni necrobiotici. 


Fig. 2 - Aspetto istologico del fegato di uno degli 
animali del lotto IV: disegno lobulare conservato, non 


evidenti alterazioni degenerative. 


Fig. 3 - Aspetto istologico del fegato di uno degli 
animali del lotto VI: aumento degli spazi intercolonnari, 
aumento e mobilitazione delle cellule di Kupffer, con 
movimenti proliferativi interstiziali. 


(Ingrandimento delle tre microfotografie 300 X; fissazione in formolo; inclusione in paraffina; colorazione con ematossilina ed eos na) 
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folacina non esplica la stessa azione della vita- 
mina B,», benché anche ad essa sia oggi attri- 
buibile un ruolo di essenziale importanza nella 
sintesi dei nucleoprotidi (ad uno stadio perd an- 
tecedente a quello in cui interverrebbe la vita- 
mina B,,: passaggio da uracile a timina), con- 
fermato dal fatto gia ricordato che la folacina 
evidentemente favorisce la sintesi di acido de- 
sossiribonucleico. 


c) Un terzo punto che riteniamo degno di 
esser posto in rilievo é costituito dalla diver- 
sita del comportamento dei valori colinesterasici 
del siervo negli animali in esperimento. 

Le determinazioni di tale enzima sono state 
da noi attuate ad un duplice scopo: quello di 
seguire lo stato funzionale del fegato degli ani- 
mali nel corso delle prove, e quello di avere un 
elemento di giudizio sulla produzione degli en- 
zimi proteici da parte del fegato. 

Ricorderemo in proposito che, secondo le ve- 
dute di numerosi AA. [Antopol e coll. (28), Fies- 
singer e Glomand (29), Vorhaus e coll. (30), Vil- 
lasanta e De La Mata (31), Capps e Barker (32)] 
tra cui noi stessi (I, 27), ai valori dell’attivita 
colinesterasica del siero é attribuibile un’impor- 
tanza diagnostica, e secondo alcuni anche pro- 
gnostica, nel campo delle epatopatie. Nelle af- 
fezioni che comportano un danno parenchimale 
di un certo grado, l’attivita colinesterasica del 
siero si abbassa, raggiungendo i pit bassi valori 
nelle epatiti croniche cirrogene; quando la fun- 
zione epatica migliora e viene riparata, si veri- 
fica di norma un risollevamento della attivita 
enzimatica. Questi fatti sono facilmente com- 
prensibili quando si pensi che la colinesterasi 
serica (0 pseudocolinesterasi) 6 un enzima di 
produzione esclusivamente epatica, al contrario 
della colinesterasi delle emazie (colinesterasi 
vera), che @ prodotta anche, anzi prevalente- 
mente, dal midollo osseo. La derivazione epa- 
tica della colinesterasi sierica ¢ comprovata da 
non poche osservazioni sperimentali [Faber (33), 
Wescoe e coll. (34), Bernard e coll. (35), Da- 
vis (36)|, sulla cui illustrazione qui non ci trat- 
terremo. 

Come risulta dai nostri esperimenti, mentre 
la colinesterasi sierica subisce un cospicuo e ra- 
pido abbassamento negli animali trattati solo 
con CCl, (del 50% circa), [fenomeno del resto 
gia notato da Brauer e Rot (37), e da Brown e 
Harrison (38)], in quelli protetti sia con vita- 
mina B,, che con folacina si ha invece una dimi- 
nuzione di grado notevolmente minore (rispetti- 


vamente del 10% e del 15% circa negli animali 
sacrificati dopo 48 h). 

Negli animali in cui la vitamina B,, 0 la fola- 
cina sono state somministrate anche dopo l’ap- 
porto di CCl,, si é avuto un certo aumento dei 
valori colinesterasici, rispetto a quelli riscon- 
trati negli animali di controllo. 

Questi nostri risultati possono essere agevol- 
mente interpretati nel senso che la vitamina B,, 
e la folacina non hanno solo manifestato un’at- 
tivita protettiva contro la steatosi e l’impoveri- 
mento eccessivo di ARN e le comuni altera- 
zioni istologiche secondarie alla somministra- 
zione di CCl,, bensi anche sulle capacita fun- 
zionali dell’organo, mantenendole a un livello 
pressoché normale. 

Non meno interessanti ci sembrano questi no- 
stri risultati per quanto riguarda la produzione 
di enzimi proteici da parte del fegato, dei quali 
la colinesterasi sierica fa parte, insieme ad altri 
fermenti ad azione esterasica, (tributirrinoeste- 
rasi, novocainoesterasi, ecc.), il cui tasso é 
ugualmente diminuito nel fegato sottoposto a 
danneggiamenti (Fiessinger, Hazan, Ravasse- 
Fiessinger e Gajdos). La parziale protezione, e 
poi la ricostituzione della colinesterasi sierica 
in seguito all’apporto continuato di folacina o 
vitamina B,, ci sembra documentare un’azione 
di tali sostanze sulla produzione degli enzimi 
epatici di natura proteica, quindi indiretta- 
mente sui processi di sintesi proteica in genere. 


CONCLUSIONI 


Considerando nel loro complesso e riassu- 
mendo i risultati ottenuti, pud dirsi che sia la 
vitamina B,, che la folacina si sono dimostrate 
capaci diazione protettiva sulle lesioni chimiche 
ed anatomo-funzionali del fegato provocabili con 
l’apporto di una sostanza a potente azione epa- 
totossica, come il CCl,. Questi risultati confer- 
mano pienamente quelli gia comunicati da qual- 
che altro A. nei riguardi della vitamina Bg, e 
vengono ad arricchire di un nuovo interessante 
elemento le attuali cognizioni sulle attivita bio- 
logiche attribuibili alla folacina. 

L’azione epatoprotettiva delle due vitamine 
é per entrambe documentata dalla minor gra- 
vita delle lesioni istologiche riscontrabili in 
tutti gli animali trattati con vitamina B,, 0 
folacina, dal minor contenuto in lipidi del fe- 
gato negli animali sacrificati dopo 48 h, dalla 
scarsa diminuzione della colinesterasi sierica sia 
dopo 48 h che dopo 8 giorni dal CCl,. Per quanto 
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riguarda la vitamina By, é, inoltre, da segna- 
lare l’azione protettiva da essa esplicata sul 
contenuto in ARN dell’organo, azione che non 
é stata invece riconosciuta per la folacina. 

Benché ambedue le vitamine, come si é@ ora 
detto, si siano dimostrate dotate di azione epa- 
toprotettiva, delle due é la vitamina B,, quella 
che, sia in base ai reperti anatomici sia in base ai 
valori colinesterasici del siero, indici della fun- 
zione dell’organo, pud in tal campo dirsi dotata 
della maggior attivita. 

Anche le capacita « riparative » nei riguardi di 
un danno epatico gia istituito sono, sia per la 
vitamina B,, che per la folacina, degne di ri- 
lievo. Negli animali sacrificati dopo 8 giorni e 
sottoposti a trattamento con vitamina B,, 0 
con folacina, sia prima che dopo la sommini- 
strazione di CCl,, non si sono avute modifica- 
zioni importanti, nei confronti con gli animali 
trattati con le dette -vitamine solo prima del 
CCl,, nei riguardi dei quadri istologici e di al- 
cuni reperti clinici, ma é stato-riscontrato un 
aumento dei valori colinesterasici del siero, in- 
dubbio indice di un ulteriore miglioramento 
della funzione epatica. 

In conclusione, i risultati delle nostre ricerche 
possono dunque dirsi positivi: 1) per averci essi 
confermata l’azione epato protettiva della vita- 
mina B,., e nel contempo dimostrata quella pos- 
seduta dalla folacina nello stesso campo; 2) per 
aver messa in evidenza una benefica attivita ri- 
parativa della funzione epatica parzialmente com- 
promessa dall’apporto di sostanze epatotossiche. 

Queste conclusioni ci sembrano interessanti, 
non solo da un punto di vista strettamente spe- 
rimentale, ma anche da uno clinico-terapeutico. 
Esse vengono infatti a confermare i benefici 
risultati gia da noi riscontrati con la sommini- 
strazione delle due vitamine in soggetti affetti da 
epatopatie acute o croniche, ai quali risultati 
abbiamo gia fatto cenno nella premessa della 
presente nota. 

Come quelli delle ricerche sperimentali da noi 
condotte, quei risultati clinici possono essere 
valutati come indici di un’azione «epatofila » 
della vitamina B,, e della folacina, esplicantesi 
non solo nel senso della protezione del paren- 
chima epatico da agenti tossici (che per le epato- 
patie dell’uomo possono in molti casi immagi- 
narsi ripetuti), ma anche nel senso delle capa- 
cita riparative della alterata funzione epatica. 
E molto verosimile, in base ai dati da noi qui 
riportati e discussi, che questi effetti si espli- 
chino con un meccanismo complesso, di cui 
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fanno sicuramente parte un’attivita lipotropa, e 
forse anche disintossicante (formazione di com- 
posti metilati?) a livello del fegato, e mediante 
un’attivita riparativa dell’alterazione dei pro- 
cessi di sintesi proteica che va parallela al dan- 
neggiamento delle cellule parenchimali, e dj 
cui é una parte senza dubbio importante la pro- 
duzione di enzimi cellulari a struttura proteica, 
di essenziale importanza per l’attivita funzio- 
nale degli epatociti. 


RIASSUNTO 


Precedenti ricerche cliniche, condotte dagli AA, 
avevano messo in evidenza una favorevole azione della 
vitamina B,, e della folacina in epatopatie acute e cro- 
niche non del tutto irreparabili. Al fine di chiarire jj 
meccanismo di tale azione, gli AA. hanno ora istituito 
una serie di ricerche sperimentali tendenti a studiare le 
capacita protettive della vitamina B,, e della fola- 
cina sul danno epatico provocabile con ]la somministra- 
zione di CCls. Sono state determinate le quantita di 
grassi e il tenore di acido ribonucleico (ARN) dell’or- 
gano, nel sangue é@ stata indagata —- come prova di 
funzione epatica — l’attivita colinesterasica del siero, 
In tutti gli animali in esperimento é stato inoltre inda- 
gato lo stato istologico del fegato. 

E risultato dalle prove che sia alla vitamina B,, che 
alla folacina é attribuibile un’attivita epatoprotettiva, 
denunziata dalla minor gravita delle lesioni istologiche, 
dal minor grado di steatosi e, nel caso della vitamina B,, 
anche da una protezione del contenuto in ARN. L’a- 
zione antisteatosica é stata pil evidente per la folacina 
che non per la vitamina B,,. In complesso, la prote- 
zione del fegato é risultata perd pid evidente per la 
vitamina B,, che non per la folacina. 

La somministrazione di tali sostanze, anche a danno 
epatico istituito, é capace di apportare favorevoli modi- 
cazioni sulla funzione epatica, come dimostra l’au- 
mento dell’attivita colinesterasica del sjero. 


RESUME 


Activité protectrice de la vitamine Bi et de la folacine 
sur les lésions hépatiques (chimiques, fonctionnelles, 
histologiques) dues a l’administration de tétrachlorure de 
carbone. 

Les recherches cliniques effectuées précédemment par 
les auteurs avaient mis en évidence une action favo- 
rable de la vitamine B,2 et de la folacine dans certaines 
hépatopathies aigués et chroniques non complétement 
irréparables. Afin d’expliquer le mécanisme de cette 
action, les auteurs viennent d’entreprendre une série 
de -recherches expérimentales tendant a étudier la 
capacité protectrice de la vitamine By2 et de la folacine 
sur les lésions hépatiques qui peuvent étre provoquées 
par l’administration de CCly. La quantité de graisses 
et la teneur en acide ribonucléique (ARN) ont été 
calculées dans l’organe; et l’activité cholinestérasi- 
que du sérum a été déterminée dans le sang comme 
preuve fonctionnelle hépatique. L’état histologique du 
foie a été en outre étudié chez tous les animaux exa- 
minés. Ces essais ont prouvé que l’on peut attribuer 
une activité hépato-protectrice tant a la vitamine Bu 
qu’a la folacine, activité qui se manifeste par la mow- 
dre gravité des lésions histologiques et par le plus 
faible degré de stéatose, de méme que, en ce qui Con 
cerne la vitamine Bi, par une protection de la teneur 
en ARN. L’action anti-stéatose a été plus évidente 
pour la folacine que pour la vitamine Bi2. Dans l’en- 
semble, néanmoins, la protection exercée sur le foie 
est resultée plus évidente pour la vitamine Biz que 
pour la folacine. L’administration de ces deux su 
stances est susceptible de modifier favorablement les 
fonctions du foie méme s’il y a déja une lésion hépa 
tique, ce qui est confirmé par la plus intense activité 
cholinestérasiqie du sérum. 
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SUMMARY 


Protective activity of vitamin Bi. and of folacine in 
hepatic wounds (chemical, functional, histological) caused 
by administration of ca,bon tetrachloride. 


In previous clinical researches, these authors had put 
in evidence a favourable action of vitamin Bi and of 
folacine in cases of acute and chronic, but not alto- 
gether irreparable, hepatopathy. In order to explain 
the mechanism of such action, the authors have now 
undertaken a series of experimental researches upon 
the protective activity of vitamin B,2 and folacine in 
hepatic lesions caused by administration of CClu. 
The quantity of fats and tenor of ribonucleic acid 
(ARN) in the organ have been measured; the choline- 
sterasic activity of the serum in the blood has been 
studied for a hepatic functional test. In all animals 
upon which such experiments were carried out, the 
histological state of the liver was also investigated. 
All tests showed that both vitamin Bi. and folacine 
possess a hepato-protective activity proved by the 
reduced seriousness of the histological lesions, the 
lower degree of steatosis and, in the case of vitamin Br, 
also by a protection of the contents in ARN. The anti- 
steatosic action appeared more evident with folacine 
than with vitamin B)2. On the whole, the protection of 
the liver appeared however more evident with vita- 
min B,. than with folacine. Administration of these 
drugs, even when the hepatic injury is already esta- 
blished, is capable of bringing favourable changes in 
the hepatic functions, as proved by the increased cho- 
linesterasic activity of the serum. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Schutzwirkung des Vitamins Bi. und des Folacins 
bei Leberverletzungen (Chemisch, funktionell, histolo- 
gisch) nach Einnahme von Tetrachlorkohlenstoff. 


Aus friiheren klinischen Proben der Autoren ging 
die giinstige Wirkung des Vitamins B,2 und des Fola- 
cins in akuten und chronischen, jedoch nicht ganz 
hoffnungslosen Hepatopathien hervor. Um den Me- 
chanismus dieser Wirkung zu erklaéren, haben nun die 
Autoren eine Serie von Versuchen gemacht, zwecks 
Erforschung der Protektionsfahigkeit des Vitamins Bi2 
und des Folacins gegen Leberverletzungen, welche 
von der Einnahme von Tetrachlorkohlenstoff verur- 
sacht werden. Es wurde der Fettgehalt und der Gehalt 
an Ribonucleinsaure (ARN) im Organ bestimmt, als 
Probe der Leberfunktion wurde im Blut die choline- 
Sterasische Tatigkeit des Serums erforscht. Ferner 
wurde an allen zur Probe herangezogenen Tieren der 
histologische Zustand der Leber untersucht. Aus 
diesen Proben ging hervor, dass sowohl dem Vita- 
min B;> als auch dem Folacin die Fahigkeit zugespro- 
chen werden kann, die Leber zu schiitzen, indem die 
Schwere der histologischen Verletzungen und der Grad 
der Steatosis herabgesetzt wird. Das Vitamin Bh 
schiitzt auch den Inhalt der ARN. Bei Folacin war die 
antisteatosische Wirkung besser sichtbar als beim 
Vitamin Bi. Im Allgemeinen jedoch war die Fahig- 
keit die Leber zu schiitzen beim Vitamin Bj). deutlicher 
als beim Folacin. Die Einnahme dieser Substanzen 
kann, auch in Fallen von schon bestehenden Leber- 
verletzungen, giinstige Anderungen der Leberfanktion 
zur Folge haben, was durch die Zunahme der choline- 
Sterasischen Tatigkeit des Serums bewiesen ist. 


RESUMEN 


Actividad: protectora de la vitamina Bi. y de la fola- 
cima sobre las lesiones hepdticas (quimicas, funcionales, 
histolégicas) debidas a la suministracién de .tetracloruro 
carbono. 


Investigaciones clinicas antecedentes, efectuadas por 
los autores, habian puesto en evidencia una favorable 
accion de la vitamina By): y de la folacina en algunas 


hepatopatias agudas v crénicas no del todo irrepara- 
bles. A fin de explicar el mecanismo de dicha accién, 
los autores acaban de emprender una serie de investi- 
gaciones experimentales con el objeto de estudiar las 
propriedades protectoras de la vitamina Biz y de la 
rolacina frente a las lesiones hepaticas provocadas por 
la suministracién de CCly. Se midieron las cantidades 
de grasas y el contenido de acido ribonucléico (ARN) 
en el é6rgano y se comprobé la actividad colinesterdsica 
del suero en la sangre como prneba funcional hepatica. 
Ademias, en todos los animales examinados se determiné 
el estado histolégico del higado. Las pruebas efectua- 
das han demostrado que puede atribuirse a la vita- 
mina B,,, lo mismo que a la folacina, una actividad 
hepato-protectora denunciada por la menor gravedad 
de las lesiones histolégicas y por el menor grado de 
esteatosis, asi como también, en lo que se refiere a la 
vitamina B,,, por una proteccién del contenidoen ARN. 
La accién anti-esteatésica fué mds marcada con la 
folacina que con la vitamina B,,. Sin embargo, en su 
conjunto los ensayos han demostrado que la vita- 
mina B,, ejerce una accién protectora mas evidente 
que la de la folacina. La suministracién de dichas sub- 
stancias, aun cuando la lesién hepatica esté consti- 
tuida, puede modificar favorablemente la funcién hepa- 
tica, tal como lo demuestra el aumento de la actividad 
colinesterdsica del suero. 
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Potere desaminante e vitamine del gruppo B nel bambino 


Nota I - Azione della lattoflavina 


L. BIANCHI DONNASIBILLA 


L’interesse attualmente rivolto allo studio 
dei rapporti tra vitamine del gruppo B e me- 
tabolismo proteico deriva dal fatto che queste, 
quanto pili si allargano le conoscenze sui com- 
plessi enzimatici di cui sono parte integrante, 
sempre pili chiaramente si rivelano coefficienti 
necessari di determinate reazioni della biochi- 
mica cellulare. 

L’esistenza di queste correlazioni ci ha fatto 
ritenere utile uno studio sull’influenza esercitata 
da alcune vitamine del gruppo B sul potere 
desaminante del bambino. 

In queste ricerche abbiamo creduto oppor- 
tuno limitare la nostra attenzione a quel gruppo 
di coenzimi vitaminici ad azione ossidativa o 
ossidoriduttiva che pid provatamente si suppon- 
gono connessi coi meccanismi di demolizione de- 
gli aminoacidi, usando quindi per le nostre espe- 
rienze le vitamine By, Bg, By. e amide nicotinica. 

Per una pit agevole esposizione diremo di 
ciascuna vitamina in una separata nota; nella 
presente riferiamo i risultati ottenuti con la lat- 
toflavina, riassumendo le pit recenti acquisi- 
zioni sulla costituzione dei complessi enzimatici 
che da questa hanno origine. 

La vitamina B, da luogo nell’organismo vivente a due 
forme di enzima: il primo costituito da una flavopro- 
teina il cui coenzima é un mononucleotide D ribitil fo- 
sfato, come nel vecchio enzima giallo, nella L aminoaci- 
dossidasi isolata dal fegato e dal rene di ratto, e nella 
citocromo o reduttasi (Haas, Karrer, Williams e coll., 
Ratner, Nocito, Green) fisiologicamente e chimicamente 
ben identificato; il secondo, in cuiil coenzima della flavo- 
proteina é un dinucleotide, isoallosazina D ribosio fosfato 
D ribosio adenina, 0 meglio flavin adenin dinucleotide, 
la cui precisa struttura é ancora ignota malgrado sia 
perfettamente riconosciuta l’identita per via idrolitica. 

I coenzimi di queste flavoproteine ricordano l’origi- 
naria vitamina per molte caratteristiche fisico chimiche, 
tra cui fluorescenza e sensibilita all’irradiazione ultra- 
violetta in ambiente alcalino. Ignota rimane tuttora 
la natura del legame tra i nucleotidi lattoflavinici e i 


I risultati preliminari di questo lavoro sono stati comunicati al 
II Congresso Triveneto di Pediatria (Feltre 10 settembre 1950). 
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relativi apofermenti proteici; si sa tuttavia che le co- 
stanti di dissociazione sono molto modeste mentre il 
potenziale redox é al contrario assai elevato, e che i 
complessi lattoflavinici agirebbero come accettori di 
idrogeno rispetto a sistemi pil negativi, e come dona- 
tori di idrogeno rispetto a sistemi pit positivi. 

I gruppi attivi descritti sono stati ritrovati in animali 
e nell’uomo quali componenti oltre che di xantinossi- 
dasi, aldeidodeidrasi, diaforasi, di gran parte delle D 
e L aminoacidossidasi e della glicinossidasi, e in quan- 
tita maggiore negli organi e tessuti a pill intensa attivita 
desaminante (Ratner e coll., Cantarow e coll., Polo- 
novski, Williams e coll.). 

Le cognizioni sul pit intimo meccanismo di forma- 
zione, sulle leggi che ne attivano o ne frenano il corso, 
sono attualmente tutt’altro che complete; d’altra parte 
la sperimentazione incontra difficolta notevoli per la 
complessita dei sistemi in vivo e per la denaturazione 
che i raggruppamenti enzimatici subiscono nelle proce- 
dure di isolamento e nella ricostruzione delle reazioni 
in vitro. Individualita enzimatiche ai origine lattofla- 
vinica parrebbero essere: 


una D aminoacidossidasi derivata dal mononucleo- 
tide, che desaminerebbe in diversa misura gran quan- 
tita di D aminoacidi (Polonovski, Krebs), la velocita 
di desaminazione di questa parrebbe maggiore di quella 
della serie naturale; a questo enzima si attribuiscono 
anche proprieta di conversione dei D aminoacidi in L 
aminoacidi per transaminazione; 


una L aminoacidossidasi derivata anch’essa dal 
tipo mononucleotide ed isolata di recente da Ratner, 
Nocito e Green che catalizzerebbe la desaminazione 
di tredici aminoacidi; 

una glicinossidasi il cui cofermento si identifiche- 
rebbe con il flavin adenin dinucieotide. 


Sono prospettati, come abbiamo detto avanti, stretti 
rapporti tra concentrazione .di questi enzimi, bilancio 
della vitamina B, e metabolismo proteico; Oldham, 
Lounds e Porter infatti, diminuendo il contenuto di 
proteine nella dieta del bambino e rendendo negativo 
il bilancio dell’azoto, osservarono un aumento del- 
l’escrezione urinaria di lattoflavina fino al 60% della 
quantita assunta, portando il bilancio dell’azoto in 
parita videro contenersi l’eliminazione intorno al 30%, 
a bilancio nuovamente positivo rilevarono una ulte- 
riore riduzione a circa il 7%. 

Queste osservazioni sono in accordo con quelle fatte 
in precedenza da Sarett nel cane e nel topo. Inoltre 
Czaczkes e Guggenheim riferirono di aver riscontrato 
che il contenuto di vitamina B, nel fegato é in rapporto 
con la quantita di proteine ivi in deposito o in elabora- 
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zione, Sure e Freeland rilevarono che il complesso B 
e particolarmente la lattoflavina influenzerebbe favo- 
revolmente il bilancio dell’azoto, e Roversi dimostrd 
un aumento della protidemia a seguito di trattamento 
lattoflavinico. 


Pit prossima alle nostre ricerche ci sembra in- 
fine l’interessante osservazione di Bewer, Gaebler 
e Axelrod, che, studiando l’anabolismo ottenuto 
con propionato di testosterone, videro diminuire 
l’escrezione di vitamina B, senza che se ne 
avesse aumento nel sangue anche a dieta sup- 
plementata con lattoflavina e attribuirono que- 
sta maggiore richiesta ad una pit attiva sintesi 
degli olofermenti. 

Noi infatti ci siamo proposti di riconoscere se 
una pil attiva sintesi di olofermenti, quale il na- 
turale anabolismo dell’infanzia ed un ricco ap- 
porto di lattoflavina pud far supporre, possa dar 
luogo ad incremento dell’attivita cellulare di de- 
saminazione. 

Per l’esecuzione delle nostre ricerche abbiamo 
scelto 18 bambini, di eta tra i 7 e Io anni, in 
condizioni generali buone e del tutto negativi 
all’esame clinico. 


A ciascun soggetto, tenuto previamente a digiuno per 
12 ore ed in assoluto riposo per almeno tre ore, abbiamo 
iniettato in vena, dopo prelievo di un campione di 
sangue, glicocolla in soluzione al 10%, in ragione di 
ctg. 1,5 di sostanza X kg. 

Continuando a tenere i soggetti a riposo abbiamo ripe- 
tuto i prelievi di sangue ad intervalli di 15’, 30’ e 60’ 
dall’iniezione. Sui quattro campioni di sangue abbiamo 
dosato l’azoto aminico da aminoacidi liberi ricavandone 
una curva di desaminazione. 

Questo metodo, che é gia stato largamente usato per 
lo studio del potere desaminante nell’adulto da Bufano 
e poi nel bambino dz Vecchio, Cardinale, Pellegrini e 
Cardini, se eseguito con accurata osservanza di alcune 
norme (digiuno, riposo, assenza di condizioni che pos- 
sano fvorviare il normale corso metabolico), pud for- 
nire dati di alta attendibilita. 

Dopo la prima prova a ciascun soggetto é stata pra- 
ticata per 5 gg. una iniezione intramuscolare di mg. 10 
di vitamina B,. Il giorno successivo alla fine del trat- 
tamento, dopo aver posto il soggetto nelle stesse condi- 
zioni ottimali, abbiamo ripetuto la prova di desamina- 
zione col carico di glicocolla. 

Per il dosaggio dell’azoto aminico abbiamo provato 
in una ricerca preliminare i metodi fotometrici di Rap- 
paport, di Frame, e di Danielson Florkin; abbiamo 
preferito quest’ultimo metodo nella micromodifica- 
zione di Vecchio, sostituendo perd l’acido triclorace- 
tico al reattivo di Folin per la separazione delle fra- 
zioni coagulabili. Le letture sono state eseguite con 
spettrofotometro di Coleman (mod. 14 Univ.) alla lun- 
ghezza d’onda di 470 e con filtro selettore Coleman PC 4 
sontro acqua distillata. 


Riportiamo nella tabella i valori di azoto 
aminico riscontrati nelle curve di desaminazione 
di ciascun soggetto prima e dopo il trattamento 
lattoflavinico. 


Esaminando i valori di azoto aminico otte- 
nuti in ciascun soggetto prima e dopo il trat- 
tamento lattoflavinico, si rileva che nel gruppo 
dei bambini presi in esame, la maggior parte 
ha presentato attivazione, talora marcata, 
talora modesta, della capacita desaminante e 
che qualcuno ha risposto con abbassamento di 
tale potere. 

Poiché le nostre ricerche sono state condotte 
da un punto di vista clinico, abbiamo creduto 
utile riassumere in grafico due curve esprimenti 
le medie dei valori di azoto aminico ottenuti 
prima e dopo l’apporto di vitamina, e, per con- 
servare omogeneita all’esposizione e rispettare 
l’incidenza delle probabilita, abbiamo compreso 
nel calcolo della seconda curva tutti gli sposta- 
menti in senso negativo e positivo. 
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I due aspetti del fenomeno vogliamo invece 
partitamente considerare passando ad avanzare 
alcune ipotesi interpretative. 

L’incremento osservato del potere desami- 
nante crediamo debba riferirsi ad aumentata 
concentrazione degli elementi enzimatici di cui 
la lattoflavina é cofattore, per quanto non si 
possano escludere eventuali e pit complesse 
azioni di equilibrio intervitaminico e metabolico. 
Inoltre avanzeremmo ’ipotesi che possano rite- 
nersi frequenti e scarsamente svelabili, in quanto 
forme subcliniche, lievi stati di rallentamento 
nella formazione di complessi enzimatici; l’ap- 
porto di lattoflavina in tal caso normalizzerebbe 
la reattivita metabolica attraverso il riequilibrio 
delle concentrazioni enzimatiche. 

Probativa in questo senso riteniamo |’osser- 
vazione n. 19 condotta su un lattante di 17 mesi 
ricoverato in Clinica per grave sindrome di pre- 
valente disvitaminosi B e nel quale i segni di 
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TABELLA 


| mg. % aminic prima e dopo carico a || By 
15’ 30" 60’ ° 15’ 60’ 
I 7.20 7.60 6.45 4.20 6.90 7.65 5.90 4.75 
5-40 4.50 3-50 5-75 3-25 3.25 
3 8.35 8.25 7.80 7.60 8 — 7-75 6.80 5 
4 7-10 | 7.90 i 5.10 7-60 7-95 7-35 5-70 
5 8.40 7.70 6.95 6.40 7.30 7.10 6.80 6.40 |} 
6 7.50 7-90 7-25 5-40 8.10 8.45 7-35 5-45 | 
7 4.80 5.70 4.30 4.80 5— 5.20 4.80 6 — 
8 8.40 | 8.45 7.30 7.80 7.60 7.10 5-30 8.25 
9 6.60 6.20 6.05 5.90 5.80 5.20 5.70 4.20 
10 $80 "1 6.20 6.10 5.60 7.20 7.20 6.40 5.80 
II 7.70 8.50 7.80 7.35 7.80 8.10 6.60 7.80 
12 7.70 } 7.30 7.60 6.30 6.50 6.10 6.40 6.60 
13 8.80 8.10 8.80 7-45 8.10 8.30 7.90 5.20 
14 5.90 6.30 5.10 4.70 6.20 6.40 o— 5.40 | 
15 7.30 7.60 7.20 6.20 5.80 6 — 5.40 3— 
16 6.60 7.30 7.60 6.80 6.20 6.50 6.30 4.60 
17 9— 9.10 9.40 8.70 10,20 10.10 9.50 7.50 
18 6.80 6.90 6.30 5.20 7.30 7.50 5.90 5.50 
(*) 19 8.60 9.10 10.90 19.60 7.10 7.20 5.50 4.30 


(*) Il caso a 
gegni di alattoflavinosi. 


alattoflavinosi erano assai spiccati; la compara- 
zione dei valori ottenuti in questo caso prima e 
dopo somministrazione di vitamina B, offre un 
rimarchevole dato apparendovi assai chiaro I’in- 
cremento dell’attivita desaminante dopo il 
trattamento. 

Per la minoranza dei casi in cui si é avuto ri- 
sultato inverso, crediamo si possa, pur con le 
debite riserve, invocare il concetto enunciato 
da Williams e coll. sui gruppi inibitori dei coen- 
zimi, per cui in rapporto a particolari stati di 
concentrazione si pud avere un’azione competi- 
tiva da parte della vitamina libera sull’omologo 
coenzima, con effetto controproducente. 

In conclusione riportiamo dalle nostre ricer- 
che il convincimento di una sicura partecipa- 
zione della lattoflavina, attraverso i suoi enzimi, 
alla demolizione degli aminoacidi, e l’impressione 
che con opportuna somministrazione di vita- 
mina elementare si possa, forse per lo spiccato 
anabolismo che caratterizza l’eta infantile, agire 
favorevolmente ed entro certi limiti sui processi 
di desaminazione cui tali complessi enzimatici 
presiedono. 
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19 si riferisce ad un lattante di 17 mesi ricoverato 


in Clinica per complessa sindrome di disvitaminosi B con manifesti 


RIASSUNTO 


Gli AA. si sono proposti di studiare l’azione di alcune 
vitamine del gruppo B sul potere desaminante del bam- 
bino, ed espongono le premesse, la tecnica e i risultati 
delle loro ricerche sull’azione della lattoflavina. Dalla 
comparazione dei valori di desaminazione ottenuti in 
un gruppo di soggetti normali prima e dopo il tratta- 
mento cén vitamine B, rilevano, nella maggioranza 
dei casi, un manifesto aumento dell’azione desami- 
nante, riferibile probabilmente ad aumentata concen- 
trazione dei coenzimi di cui questa vitamina é parte 
integrante. Per i casi a risultato inverso gli- AA. si f- 
chiamano ad una supposta azione competitiva da parte 
della vitamina libera sull’omologo coenzima quale 
parrebbe aversi in particolari condizioni. 


RESUME 


Pouvoir de désamination et vitamines du groupe B 
chez l'enfant. Nota I: Action de la lactoflavine. 

Les auteurs, qui se sont proposés d’étudier |’action 
de certaines vitamines du groupe B sur le pouvoir de 
désamination chez l’enfant, exposent les prémisses, 1a 
technique et les résultats de leurs recherches suf 
l’action de la lactoflavine. En ayant comparé les coef- 
ficients de desamination obtenus dans un groupe de 
sujets normaux avant et aprés les avoir traités a la 
vitamine B, ils ont pu constater, dans la plupart des 
cas, une augmentation évidente de l’action désami- 
nante, probablement due 4 une plus forte conceD- 
tration des co-enzymes dont cette vitamine constitue 
une partie intégrante. Le fait que dans d'autres cas 
l’envers se soit produit est interprété par les auteurs 
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par l’hypothése d’une action compétitive que la vita- 
mine libre exercerait dans certaines conditions parti- 
culéres sur le co-enzyme homologue. 


SUMMARY 


Deaminating capacity and group B vitamins in chil- 
dren. — Note I: Action of lactofiavin. 


The authors undertook the study of the action of 
certain group B vitamins upon the deaminating capa- 
city of children and they explain the antecedents, 
technique and results of their experiences on the ac- 
tion of lactoflavin. Comparing the deamination values 
obtained in a number -of rormal patients before and 
after treatment with B, vitamin, they noticed, in a 
maiority of cases, an evident increase in the deami- 
nating action, ascribable, probably, to the increased 
concentration of co-enzymes of which this vitamin is 
a component. Some caseS gave opposite results and 
the authors explain such behaviour with an assumed 
competitive action produced by the free vitamin upon 
the homologous co-enzyme. Apparently this pheno- 
menon can occur in particular conditions. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Desaminierungsvermégen uad Vitaminen der Gruppe B 
im Kind. —— Note I: Wirkung des Laktoflavins. 


Absicht der Autoren ist, die Wirkung einiger Vita- 
minen der Gruppe B auf das Desaminierungsvermégen 
des Kindes, zu studieren. Es werden die Vorausset- 
zungen, die Technik und die Ergebnisse ihrer Unter- 
suchungen iiber die Wirkung des Laktoflavins dar- 
gelegt. Aus dem Vergleich der von einer Gruppe nor- 
maler Individuen vor und nach der Behandlung mit 
Vitamin B, erlangten Desaminierungswerte geht her- 
vor, dass in den meisten Fallen das Desaminierungs- 
verméger zunimmt, was wahrscheinlich auf die Zu- 
nahme der Konzentration der Coenzyme zuriickzu- 
fiihren ist. Dieses Vitamin ist ein integrierender Teil 
derselben. In Fallen von entgegengesetzter Wirkung 
berufen sich die Autoren auf eine angenommene 
Kompenrsationswirkung seitens des freien Vitamins auf 
das entsprechende Coenzym, welches sich scheinbar in 
einem besonderen Zustand befindet. 


RESUMEN 


Poder de desaminacién y vitaminas del grupo B en 
el nitio. — Nota primera: Accién de la lactoflavina. 


Habiéndose propuesto estudiar la accién de algunas 
vitaminas del grupo B sobre el poder de desaminacién 
del nifio, los autores exponen las premisas, Ia técnica 
y los resultados de sus investigaciones sobre la accién 
de la lactoflavina. De la comparacién de los valores 
de desaminacién obtenidos en un de sujetos 
normales antes y después de tratar con vitamina B, 
se ha desprendido, en la mayoria de los casos, un 
franco aumento de la accién desaminante; esto ha de 
atribuirse con toda probabilidad a una mas fuerte 
concentracién de las coenzimas de las cuales dicha 
vitamina es parte integrante. En cuanto a los casos 
que dieron resultados contrarios, los autores emiten 
la hipétesis de una accién competidora de la vita- 
mina libre sobre la coenzima homdloga, tal como 
pareceria verificarse en particulares condiciones. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE DELL’UNIVERSITA D1 MILANU 
(Direttore: Prof. L. Villa) 


L’inositolo ed il lipocaic non aumentano 


la escrezione delle trigonelline urinarie nell’uomo sano 


Dott. N. DIOGUARDI 


Ci é parso interessante vedere se l’inositolo ed 
il lipocaic avessero 0 no un’azione catalizzatrice 
sui processi di transmetilazione del sistema acido 
nicotinico-trigonellina, simile a quella riscon- 
trata per alcuni fattori del complesso B e di cui 
é nota l’azione lipotropa [Sversen e Krarup (1), 
Mc. Henry .(2), Abderhalden (3), ecc.]. 

I] meccanismo di azione di queste sostanze, in 
questo senso, resta tuttora poco chiaro. Un au- 
mento delle trigonelline urinarie dovuto alla 
somministrazione di esse pud far pensare ad una 
loro azione catalizzatrice delle transmetilazioni 
in genere. In tale evenienza la loro azione epa- 
toprotettiva potrebbe essere riportata, per es., 
a formazione di colina per metilazione di etano- 
lamina. 


PARTE SPERIMENTALE 


I soggetti sani sono stati tenuti a dieta standard priva 
di thé, caffé, cioccolata, birra, essendo praticamente a 
Tiposo a letto. 

Furono raccolte le urine della giornata, in due fra- 
zioni di 12 ore. Su ciascuna frazione si titolarono le 
trigonelline con il metodo di Roggen (4). 


F. Mario 


Dott. A. MAGNONI 


Costruita la curva di eliminazione di base, si sommini 
strarono 300 mgr. di inositolo pro die e, dopo aver pro- 
lungato i] carico per un periodo di tempo sufficiente- 
mente lungo, cosi da poter mettere in evidenza le even- 
tuali modificazioni della escrezione, si aggiunse anche 
la somministrazione per bocca di gr. 1 di lipocaic pro 
die. 

Fu anche invertito l’ordine di somministrazione 
dando prima gr. 1 di lipocaic pro die, quindi, dopo un 
periodo di tempo adeguato per poter vedere le eventuali 
modificazioni della eliminazione di trigonelline sotto 
tale carico, si aggiunse la somministrazione di gr. 0,3 
di inositolo pro die. 

I dati sono riassunti in tabelle. 

Nell’uomo sano, sotto carico prolungato sia di 
inositolo che di lipocaic, non si sono avute 
modificazioni della escrezione di trigonelline. 
Anche la somministrazione temporanea di en- 
trambe queste sostanze non ha modificato 
l’andamento dell’escrezione urinaria di piri- 
dine N, alchilate. 

I nostri dati negativi nei riguardi di una even- 
tuale catalisi da parte di queste sostanze nella 
formazione di trigonellina non ci permettono 
pero di negare una loro eventuale azione cata- 
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lizzatrice su altri sistemi di transmetilazione, 
per es.: 

etanolamina —— colina, 

omocisteina —— metionina, 


glicociamina —— creatina. 


E in corso analogo studio, in epatopatici, allo 
scopo di evidenziare una eventuale azione cata- 
lizzatrice delle sostanze in parola sulla for- 
mazione di trigonelline. 


RIASSUNTO 


L’inositolo e il lipocaic non aumentano in vivo, nel- 
l’'uomo sano, la escrezione urinaria dei prodotti N, 
metilati dell’acido nicotinico. 


RESUME 


L’inositol et le lipocaic n’augmentent pas l¥pxcrétion 
des trigonellines uvinatres chez l'homme sain. 

L’inositol et le lipocaic ne font pas atigmenter 
«in vivo », chez l’homme sain, l’excrétion urinaire des 
produits N, méthylés de l’acide nicotinique. 


SUMMARY 


Inositol and lipocaic do not increase the elimination 
of urinary. trigonellins. in a normal patient. 

Inositol and lipocaic do not increase «in vivo», in a 
normal patient, the urinary elimination of N, methy- 
lated products of nicotinic acid. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Im gesunden Menschen wird die Trigonellinauss- 
cheidung im Urin durch Inosit und Lipocaic nicht ge- 
férdert. 
Das Inosit und der Lipocaic bewirken «in vivo» bei 
gesunden Menschen keine Erhéhung der Ausscheidung 
der N,-Methylate der Nikotinsaure. 


RESUMEN 
El inositol y el lipocait no aumentan la excrecién de 
las trigonelinas urinarias en el hombre sano. 
El inositol y el lipocaic no hacen aumentar «in 
vivo », en el hombre sano, la excreci6én urinaria de los 
productos N, metilados del acido nicotinico. 
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- ¥e - 86 - 130 - 173 - 221 - 268 3 
- 31 - 86 - 131 - 174 - 221 - 268 
- 32 - 87 - 131 - 175 - 221 - 269 : 

- 36 - 88 - 135 - 177 - 225 - 272 
- 37 - OI - 138 - 180 - 231 - 274 j 
- 39 - OI - 139 - 182 - 233 - 276 ‘ 
41 - 92 - 140 - 183 - 235 - 277 
- 4! - 92 - 140 - 184 - 235 - 277 ; 
42 - 92 - 141 - 185 - 235 - 278 5 

- 43 -92- - 185 - 236 - 278 

VIT PE. - 43 - 93 - 141 - 186 - 236 - 279 
47 - 95 - 144 - 190 - 240 - 281 


